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RESUMEN
Los.deSechos organicos como las aguas residuales tienen el potencial de ser

utilizados como materia prima para generar productos y energia de alto valor. Para
mejorar el rendimiento es razonable usar las bacterias propias de estos entornos.
En esta tesi§'se ha estudiado el potencial de las aguas residuales de la industria
azucarera como eembustible en las CCM’s, asi como la actividad electrogénica de
los microorganismos, presentes en estas aguas residuales. Este trabajo fue
desarrollado en cineo_etapas. En la primera etapa, se realiz6 el aislamiento y la
clasificacion de los mi€reorganismos presentes en las aguas residuales. Solo dos
microorganismos fueron encontrados Bacillus cereus BCC-1y Bacillus subtilis BSC-
2. Por cuestiones de biosegufidad solo la cepa B. subtilis BSC-2 fue utilizada como
bioelectrégeno. En la segundaetapa se evalud la capacidad B. subtilis BSC-2 para
degradar la demanda quimica de oxigeno (DQO) en agua residual sintética. Para
esto se establecié un disefio experimental con arreglo de factores (3°). Los factores
fueron pH y tiempo de retencién hidraulica<(TRH). En |a tercera etapa se evalud la
generacion de potencia en la CCM\utilizando B. subtilis BSC-2. En esta etapa el
sistema fue estudiado mediante la-aplicacidon.de la Metodologia de Superficie de
Respuesta (MSR) y los factores considerados fueron el pH y la resistencia externa
(Rext)- La maxima densidad de potencia de'402.55.4 2.63 mW/m? fue observada a
pH de 8.6 y resistencia de 220 Q. En las condiciones-de.operacion optimizadas fue
caracterizada la biopelicula de B. subtillis BSC-2 que creci6 sobre el anodo y esta
fue caracterizada por espectroscopia de infrarrojo cercano_(FTIR), microscopia de
barrido electrénico (SEM) y por voltamperometria ciclica se elucidé el mecanismo
de transferencia de electrones. También fue estudiada la cinética\de crecimiento y
consumo de sustrato de B. subtilis BSC-2. Mediante el ajuste de.os datos de
crecimiento al modelo de Gompertz |a tasa especifica de crecimiento (u).fue de 0.19
1/h. Mientras que, con el ajuste de los datos de consumo de sustrato alimodelo de
primer orden, la tasa de consumo de sustrato (k) encontrada fue de 0:019_1/h.
Finalmente, en la quinta etapa se estudid el efecto dos configuraciones de~CGM
sobre la remocion de DQO, la eficiencia couldmbica y la generacion de voltaje. Los
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mecanismos de remocion de DQO y EC siguen diferentes mecanismos tanto en una
CCM-de.doble camara (CCM-D) como en una CCM de una camara (CCM-U).

El trabajo-desarrollado en esta tesis ha permitido comprobar, a escala de
laboratorio,.-que las aguas residuales de la industria azucarera contienen
microorganismos que pueden ser utilizados como bioelectrogenos en las CCM's y

gue de las aguasiresiduales de la industria azucarera se puede producir energia.
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ABSTRACT

Organic.wastes such as wastewater have potential to be used as raw material to
generaté high value products and energy. The performance of MFCs may be
improved by-autochthonous electricigens. This thesis describes an investigation
about potential .of the sugar industry wastewater as fuel in MFC. As well as
electrochemical, activity of microorganism isolated of the wastewater. The work was
developed by five” stages. In the first stage, the isolation and classification of the
microorganisms was earried out. Only two bacterial strains were found: Bacillus
cereus BCC-1 and Bacillus subtilis BCC-2. In the second stage, B. subtilis strain was
evaluated to degrade the chemical oxygen demand (COD) in synthetic wastewater.
A three level two factor full facterial design was used. The considered independent
variables or factors were pH and*hydraulic retention time (HRT). In third stage, the
power generation of the MFC was)evaluated using B. subtilis BSC-2 strain.
Response Surface Methodology (RSM)was used for optimization, the independent
variables were pH and externalfresistance (R.y). The maximum power density was
402.55 + 2.63 mW / m? in pH of'8.6 and anh external resistance of 220 Q. Under
optimized operating conditions the~B: subtilis’ BSC-2 biofilm, which grew on the
anode was characterized by near infrared spectroscopy (FTIR) and electronic
scanning microscopy (SEM). Therefore, electron~ transfer mechanism was
elucidated by cyclic voltammetry. On the other hand;the growth kinetics and
substrate consumption of B. subtilis BSC-2 strain was studied.

By adjusting the growth data to the Gompertz model, the specific growth rate (y) was
0.19 1/ h. While, with the adjustment of the substrate consumption data to the first-
order model, the substrate consumption rate (k) was 0.019 1 / hi Finally, in the fifth
stage, the effect of two CCM configurations on COD removal, coulomb efficiency
and voltage generation was studied. The mechanisms for COD and EC removal
follow different mechanisms in both a dual chamber CCM (CCM-D) and.a.single
chamber CCM (CCM-U). The work has made it possible to verify on laboratory seale,
that the wastewater from the sugar industry contains microorganisms that can be
used as electricigens in the CCM's and that energy can be produced from the
wastewater of the sugar industry.
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1, INTRODUCCION
La ‘demanda global de energia esta aumentando debido al crecimiento de la

poblacidn'y el 87% de la energia utilizada es proveniente de los combustibles fosiles
(Biresselioglu y Yelkenci, 2016). Por otro lado, la contaminacién ambiental causada
por la generacion de residuos y el calentamiento global estan asociados a la
explotacién de los~combustibles fésiles. Por lo tanto, existe la necesidad de fuentes
de energias alternativas ambientalmente sostenibles como la edlica, solar
fotovoltaica, biomasa’e hidroeléctrica.

Para lograr el desarrollo~sastenible se requiere de tres pasos; 1) El cambio de
fuentes de energias altamente contaminantes por energias renovables, 2) La
optimizacion de los procedimientos para el tratamiento de las aguas residuales, asi
como 3) mejorar la eficiencia(en’las técnicas de recuperacion de energia en la
industria.

Las aguas residuales contienen entre.3wy 10 veces mas energia que la necesaria
para tratar aguas residuales? Asi, que_si-cada gramo de demanda quimica de
oxigeno (DQO) contiene 14.7 kJ, eltotal de energia que se podria hacer disponible
en todo el mundo para 7 mil millones'de perSonas es alrededor de 2.2 a 4.4 x 10
J/afo. Esta cantidad de energia equivale.a quemar alrededor de 52-104 millones de
toneladas de petréleo en una central eléctrica (Gude, 2016). La poblacion continGa
creciendo y los impactos al medio ambiente tambien aumenta., entonces se
necesita desarrollar tecnologias donde se puedan dtilizar los residuos como
combustible para la recuperacion de energia.

Los sistemas bioelectroquimicos (SBE) representan una tecnologia limpia
emergente que puede generar simultaneamente electricidad (Celdaide combustible
microbiana-CCM), producir hidrégeno (Celda de electrdlisis microbiana-CEM) vy
puede tratar aguas residuales mediante la oxidacidon de la materia~0rganica y
convertir |a energia quimica en electricidad. A pesar de que las CCM'’s attualmente
no son consideradas como una fuente de energia capaz de sustituir_los
combustibles fosiles, su capacidad de recuperacion de energia eléctrica la hacen
tema de interés. Ya que se ha demostrado su capacidad para generar electricidad

mientras se tratan las aguas residuales (Martinucci et al., 2015).




En las CCM's los microorganismos electroquimicamente activos funcionan como
catalizadores en la reaccidn bioelectroquimica. Estos pueden utilizar la materia
organica présente en las aguas residuales para su ciclo biolégico que comprende
su metabalismo, el crecimiento y la reproduccion. La produccion de bioelectricidad
en las CCM's tiene muchos beneficios, incluyendo limpieza, eficiencia, reciclado y
no produce subproductos toxicos. Por lo que se ha presentado como una excelente
opcion para la conversion completa de energia, presentado ventaja potencial sobre
procesos convencionales de tratamiento de aguas (Mansoorian et al., 2013;He et
al., 2015).

En México los programas para tratamiento de aguas municipales presentan una
cobertura del 20 % y en Tabasco el 10 % (CONAGUA, 2014; PLED, 2013). Sin
embargo, no existen programas”destinados al tratamiento de aguas residuales
industriales. Por tanto se sugiere/’que, para dar cumplimiento a ley de aguas
nacionales es necesario desarrollar tecnologias para promover el aprovechamiento
sustentable del recurso a traves-de su tratamiento y reutilizacion.

Con base en lo anterior el fproposito"de este trabajo es identificar los
microorganismos potenciales que €stén.preséntes en las aguas residuales de la
industria azucarera para su aplicacion en €CM’s=Es.decir, que generen electricidad

y simultaneamente degraden la materia arganica presente en las aguas residuales.




14. OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar €l potencial de los microorganismos de las aguas residuales provenientes

de la industrid’azucarera para aplicaciones en celda de combustible microbiana.

Objetivos especificos

1. Evaluar el desarrollo poblacional de microorganismos autéctonos con
potencial para remover la demanda quimica de oxigeno (DQO), presente en
agua residual sintética_de la industria azucarera, variando pH y tiempo de
retencion hidraulica (trh).

2. Determinar y seleccionar_l6s microorganismos potenciales inocuos para
aplicaciones en CCM’'s con base en la generacion de corriente, voltaje y
porcentaje de remocion de materia organica.

3. Estudiar el mecanismo de‘transferencia de electrones del microorganismo
electroquimicamente activo en,la catnara anddica utilizando sacarosa como
sustrato.

4. Comparar la eficiencia coulémbica'y el porciento de remocion de materia
organica en una celda de combustible de doble’Cdmara y de una sola camara.

Hipoétesis

Las aguas residuales provenientes de la industria azucareracontienen bacterias
electrogénicas que son aptas para la produccion de energia“a través de las

celdas de combustible microbianas.
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2.1 Efecto del uso de combustibles fésiles y la demanda de agua

En las ultimas décadas el consumo de energia en el mundo ha aumentado como
efecto del creCimiento en la poblacion, esta energia es obtenida principalmente de
las fuentes de”energia convencionales (Rahimnejad et al., 2015). El 87 % de la
demanda de energia a nivel global es obtenida de combustibles fosiles como el
petrdleo, carbon y gas natural (recursos no renovables) (Biresselioglu y Yelkenci,
2016). En México mas:del.95 % de la energia utilizada es obtenida de combustibles
fosiles (Cancino et al., 2016). La contaminacion ambiental y el calentamiento global
estan asociados a la explotacion de tales combustibles fésiles, ademas el uso
continuo de los mismos puedegievar a una crisis energética. Por tanto, existe una
necesidad alarmante de utilizarfuentes de energia alternativas ambientalmente
sostenibles. Tales como; la biomasa, edlica, solar e hidroeléctrica. Las energias
renovables se encuentran aufy’ poco implementadas debido, principalmente, a
restricciones tecnoldgicas y politicas (Dumas et al., 2016). Sin embargo, las ventajas
asociadas al uso de estos tipos de” energiasson’principalmente porque ocasionan
minimo impacto al medio ambiente, loS residuds Jque generan no son dificiles de
tratar, ademas que no generan gasess contaminantes como lo hacen los
combustibles fosiles.

Por otro lado, debido a la urbanizacion e industrializacién se estan demandando
grandes cantidades de agua y por ende la generacion de, aguas residuales con
contaminantes organicos e inorganicos va en aumento. Para“tratar estas aguas
residuales también se requiere del consumo de energia (Chouler y Di Lorenzo,
2015). Por lo tanto, es necesarioE\cer frente a dos principales problemas a escala
global: I) la amenaza del cambio climatico y sus efectos, que se han.relacionado
directamente con el uso indiscriminado de combustibles fésiles (Ryan etqaly, 2016),
y () la disponibilidad de agua limpia de facil acceso (Vérésmarty et al., 2040; Yang
et al., 2016).

Gran parte de la energia contenida en los residuos podria ser recuperada, Meneses
et al. (2016) mencionan que las aguas residuales contienen alta energia potencial

gue puede ser utilizada para el tratamiento de las mismas y Gude (2016) reporta




que las aguas residuales contienen de 3 a 10 veces mas energia que la que se
requiere,para su tratamiento.

Actualménte se esta utilizando la biomasa como fuente de energia, pero ésta es
obtenida a‘través de la combustion y finalmente también se convierte en una fuente
de contaminacion del aire. Los contaminantes emitidos por la combustion de la
biomasa son monhdxido de carbono (CO), 6xidos de nitrogeno (NOx) y oxidos de
azufre (SOx). El COylos compuestos organicos volatiles (COV) e hidrocarburos
aromaticos policiclicesy (HPA) son productos de la combustion incompleta
(Wielgosinski et al., 2017). No obstante, se puede capturar la energia de la biomasa
sin combustion. Por ejemplo,10s microorganismos pueden liberar electrones a partir
de moléculas de la biomasa y.generar energia en formas que pueden ser facilmente
utilizadas por la sociedad (Hamawand, 2015). Las diferentes formas para obtener
energia de la materia organica™a través de reacciones metabdlicas son:
Metanogénesis para producir, CHz;""la fermentacion para obtener etanol
(biocombustible), hidrogénesiscpara producir H,, y la bioelectrogénesis que se
fundamenta en la generacion difecta de g£nergia eléctrica a través del uso de
sistemas biolégicos o partes de™ellos. (principalmente enzimas) en sistemas
bioelectroquimicos. En estos ultimos/Se conviéren sustratos organicos hasta
electrones exocelulares y protones, los cuales puéden ser recuperados de forma
directa para producir energia eléctrica“en dispositivos llamados celdas de
combustibles microbianas (CCM’s) (Logan et al., 2006; Zhang et al., 2015).

2.2 Sistemas bioelectroquimicos (SBE’s)

Los SBE’s on dispositivos capaces de utilizar el metabolismo biolégicopara facilitar
la generacion de energig eléctrica, combustibles o bioactivos (Elakkiya vy
Matheswaran, 2013; Han et al., 2014). Estos dispositivos son una promietedora
alternativa para la produccion de formas no convencionales de energia util,.aypartir
del tratamiento de aguas residuales o empleando una amplia gama de materiales
organicos, asi como para la produccion de sustancias quimicas. La clasificacion de
los SBE’s se basa en el modo de operacion y en el producto final obtenido en cada
tipo de celda (Tabla 2.1).




Tabla.2:1. Tipos de sistemas bioelectroguimicos.

Tipos de SBE’s Descripcion

Celda de electrosintesis microbiana Su enfoque es la producciéon de
(CESM) a-eelda de remediacion metabolitos secundarios o remediar
microbiana((CRM) (Mazurenko et al., suelos contaminados y producir
2016) electricidad.

Celda de electrdlisis microbiana (CEM) Estos sistemas requieren suministro de
(Rago et al., 2016) electricidad para llevar a cabo

reacciones electroquimicas, en las que
el principal producto es el Ho.

Celda de desalinacion micrebiana Es una CCM modificada con la finalidad
(CDM) (Liu et al., 2015) de reducir el contenido de sales,
principalmente del agua de mar.

Celda de combustible foto-microbiaha, Son sistemas electroquimicos donde la

(CCFM) (Wu et al., 2014) energia solar es transformada en
electricidad a través de las reacciones
metabdlicas de  microorganismos
fotosintéticos. Estos microorganismos
proporcionan oxigeno al catodo.

Celda de combustible microbiana Se basa_en el uso de la actividad de
(CCM) (Pandey et al., 2016) microorgahismos electroquimicamente
activos “para generar electricidad a
partir de diferentes sustratos organicos.

Fas celdas de combustible microbianas (CCM'’s), son dispesitivos electroquimicos
gue convierten energia quimica en energia eléctrica, empleande”microorganismos
como biocatalizadores, y ofrecen la posibilidad de generar bioelectricidad a partir de
residuos organicos y biomasa renovable (Logan y Rabaey, 2012; He et al., 2015).
Estos sistemas presentan ventajas con respecto a las celdas de'.combustible
convencionales, porque estas Uultimas requieren catalizadores costosos, para
promover la oxidacion de los donadores de electrones, mientras que, en una celda
de combustible microbiana, los microorganismos catalizan de manera natural la
oxidacidon de los combustibles. Las celdas de combustible abidticas a menudo

operan en altas temperaturas, pero las CCM’s pueden operar a temperatura




ambiente y pudieran potencialmente ser disefiadas para funcionar en cualquier
temperatura, dependiendo del grado de tolerancia bacteriana; desde intervalos
moderados,‘es decir, temperaturas entre 15-35°C, temperaturas de entre 50 y 60°C
gue pueden.ser toleradas por microorganismos termofilicos y bajas temperaturas
(<15°C) donde. los psicrofilos pueden crecer (Logan, 2008). Ademas, los
combustibles paralas celdas de combustible abidticas son altamente explosivos o
toxicos y tienen que~ser altamente purificados para evitar envenenamiento de los
catalizadores. Por el gontrario, los microorganismos en CCM's pueden oxidar una
gran diversidad de combustibles que son a menudo percibidos de bajo valor, tales
como aguas residuales (Martinucci et al., 2015). Asi, las CCM’s son recursos
atractivos que brindan una doblée ventaja; la produccion de bioelectricidad, mientras

se reciclan residuos para proteger el ambiente.

2.3 Principios basicos de las CCM’s

Una CCM convencional, consiste de dos compartimientos separados por una
membrana permeable a los protenes (Figura.2.1). El anodo comiunmente se
mantiene bajo condiciones anaerabias, mientras: que el catodo puede estar
suspendido en soluciones aerdbicas o expuesto alaire (Rabaey y Verstraete, 2005;
Logan et al., 2006).
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Figura 2.1. Esquema de CCM con membrana permeable a protones de a) doble camara y b) una
sola camara con catodo expuesto al aire.




En el’compartimiento anddico, los microorganismos degradan materia organica,
generando electrones y protones durante su metabolismo, convirtiéndose el anodo
en el acéptor de electrones. Los electrones fluyen del anodo al catodo a través de
un circuito/eléctrico externo que comunmente incluye una resistencia, mientras que
los protones, ‘migran al catodo a través de la membrana que separa ambos
compartimentos. Por ultimo, en el catodo, un aceptor final de electrones es reducido
(comunmente oxigeno). Debido a la diferencia de potencial entre los
compartimentos catddico y anddico, el flujo de electrones genera potencia eléctrica
(Pandey et al., 2016).

Dentro de la camara anddica en condiciones anaerobias, el sustrato organico es
oxidado por bacterias electrégehas que producen protones y electrones, éstos se
transmiten al receptor terminal de electrones a través de una cadena transportadora
de electrones. Los electrones puedén’ser transportados desde la célula bacteriana
a la superficie del anodo solido, a ttavés de algun mediador de electrones, por
transferencia directa de electronesio poradherencia fisica de la célula bacteriana al
anodo mediante una matriz de exopalisacarido (Pirbadian et al., 2014; Baranitharan
et al., 2015).

2.3.1 Reacciones quimicas en los compartimentos de una CCM

Las reacciones tipicas que se llevan a cabo en una celda de combustible microbiana
son las siguientes:

Si se utiliza Acetato como sustrato Organico modelo:

Reaccion anddica: CH;COO + 2H,0 — 2C0O, + 7TH" + 8¢

Reaccion catodica: 20, +8e + 8H" — 4H,0

Termodinamicamente es capaz de generar un AG = — 583 kJ/mol

Si se utiliza sacarosa como sustrato organico modelo:

Reaccion anddica: Ci2H22011 + 13H.0 -12C0O; + 48H™ + 48¢”
Reaccion catodica: 48H" + 48e™ + 120, — 24H,0

Reaccion global: C¢H1;06 + 6 O, — 6 CO; + 6 H,O + Energia eléctrica.
Termodinamicamente es capaz de generar un AG= — 2840 kJ/mol

La reaccion global indica la descomposicion del sustrato en didxido de carbono y
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aguasmas la generacion de electricidad como subproducto.

La coemprension del metabolismo bacteriano es una parte importante para entender
los mecanismos de funcionamiento de la tecnologia CCM. La produccion de
electricidad.en una CCM depende fuertemente de la actividad bacteriana y la
reaccion de oxidacién en la camara anddica.

Dentro de las BEA's los electrones se eliminan del donante primario y se transfieren
al aceptor terminal de, electrones a través de una serie de proteinas y cofactores
portadores de electrones, tales como NADH deshidrogenasa, ubiquinona o
citocromos. La energia (liberada durante el transporte de electrones permite a las
bacterias enviar los protones” al periplasma con el fin de regular la osmolaridad
celular (Olyveira et al., 2013).

En la camara catddica el oxigene-és.preferido como aceptor final de electrones. Dos
procesos pueden ocurrir durante |a, reduccion catédica de oxigeno. La reaccion
deseada es la produccion de agua“através de la reduccion del oxigeno con 4
electrones.

02 +4H" +4e”=32H,0 (E*=0.805V) Ec. 2.1

El otro camino consiste de una reacciénicon dos elecetrones, con la produccién de

peroxido de hidrogeno:
20, + 4H" + 4e” — 2H,0, (E° = 0.370,V) Ec.2.2

Los potenciales estandar para las reacciones a pH 7 son 1.23'y"0.695 V, para la
produccion de agua y perodxido de hidrégeno, respectivamente. Pere’en una CCM
la produccion de H;O, no es favorable debido a que es un fuerte oxidante y puede
dar como resultado una degradacion del electrodo o de la membrana (Logan, 2008;
Zhang et al., 2015). Por lo tanto, se deben utilizar materiales para electrodo~que

favorezcan la reduccion de oxigeno en agua y no a peroxido de hidrégeno.
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2.4 Bacterias electroquimicamente activas

Las baeterias son un grupo importante de organismos unicelulares que pertenecen
a los proeariotas miden entre 0.5 y 5 um de longitud, son ubicuas en suelo y agua,
y también habijtan en simbiosis con otros organismos. En general, existen 40
millones de celulas bacterianas en un gramo de suelo y un milén de células
bacterianas en ‘un mililitro de agua dulce. En total hay aproximadamente 5 x 10*°
bacterias en el mundoe?” Existen en varias formas incluyendo filamentos, esferas
(cocos), barras (bacilos), sacacorchos (vibrios) y hélices (espirilos). Las células
bacterianas son basicamente simples ya que presentan pared celular, pero sin
nucleo. Estan compuestas<de.tres componentes; las estructuras externas (flagelo,
pili y glicocalix), la envoltura“celutar (membrana plasmido y la pared celular de
peptidoglicano), y las estructuras”internas (citoplasma, cromosomas, nucledétido,
plasmidos, ribosomas y granulos, de almacenamiento). La capacidad de una
bacteria para crecer, sobrevivir yreproducirse depende de la funcionalidad de estos
componentes bacterianos (Madigan et al.,»2012; Wong, 2015).

En las CCM's las BEA’s son capaces;de utilizar, al electrodo (anodo) como aceptor
final de electrones. Se han utilizado diversos tipos de especies (Tabla 2.2), la gran
mayoria son bacterias Gram negativas Yy _solo .sejencuentran reportadas cinco

especies de bacterias Gram positivas.

Tabla 2.2. Especies de BEA en CCM'’s.

Especie Gram Referencia

Shewanella - Carmona et al., 2013, Kouzuma.et al., 2014
Geobacter - Bond y Lovley, 2003

Pseudomonas - yapriya y Ramamurthy, 2012
Acidiphilum - g}mle et al., 2008

Arcobacter butzleri - Fedorovich et al., 2009

Aeromonas - Pham et el., 2003; Chung y Okabe, 2009
Bacillus subfilis + Nimje et al., 2009

Clostridium butyricum + Park et al., 2001

Desulfuromonas acetoxidans - Bond et al., 2002

Desulfubulbus propionicus - Holmes et al., 2004a
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Desulfovibrio desulfuricans
Estherithia coli

Enterébagcter cloacace
Geothrix{fermentans
Geopsychrobacter electrodiphilus
Klebsiella pneumonia
Ochrobactrum anthropi
Pichia anomala

Rhodoferax ferrireducens
Rhodopseudomonas paltsifis
Thermincola sp.

Tolumonas osonensis
Corynebacterium sp.

Kocuria rhizophila
Lysinibacillus esphaericus
Citrobacter

Raoultella eléctrica
Fontibacter ferrireducens sp.

Staphylococcus aureus

Zhao et al., 2008
Zhang et al., 2006
Nimje et al., 2011
Bond y Lovley, 2005
Holmes et al., 2004b
Zhan et al., 2008
Zuo et al., 2008
Prasad et el., 2007
Chaudhuri y Lovley, 2003
Xing et al., 2008
Wrighton et al., 2008,
Luo et al., 2013

Liu et al., 2010

Luo et al., 2015

He et al., 2014

Xu y Liu, 2011
Kimura et al., 2014
Zhang et al., 2013

Bhuyaneswari et al., 2013

La mayoria de las BEA's anteriormente-fueron‘estudiadas en un rango limitado de
sustratos organicos y presentan variados meecanismos de transferencia de
electrones. Geobacter spp. y Shewanella spp. han side-ampliamente estudiadas,
ambas son capaces de transferir directamente los electrones al anodo y también
producen mediadores como flavinas o rivoflavinas que ayudan a transportar los
electrones a la superficie del anodo (Kumar et al., 2015).

2.4.1 Mecanismos de transferencia de electrones

Los electrodos son materiales sélidos que no pueden ser penetrados porfas’células
bacterianas, por lo tanto los electrones generados por las BEA's se transfieren
desde el interior de la célula hasta el exterior de la membrana. Esto es posible‘por
la transferencia fisica de compuestos reducidos o por enzimas redox que estan
unidas a la membrana. Con el fin de permitir la transferencia de electrones “al

electrodo sodlido (anodo) las BEA’s deben estar conectadas electronicamente al
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anodo’ y lo hacen a través de diferentes mecanismos que a continuacion se

desecriben.

2411 Transferencia directa de electrones (TDE)

La transferencia directa de electrones se produce cuando existe contacto fisico
entre una membrana bacteriana o apéndices bacterianos con el anodo, sin que
estén involucradas..especies redox difusionales. Puesto que las células vivas
generalmente se supone que son electronicamente no conductoras. La
transferencia directa de”electrones requiere que los microorganismos posean
unidades de proteinas que transfieran los electrones desde el interior de la célula
hasta su exterior. La proteina redox como los Citocromos tipo C, que esta en el
exterior de la célula permiten Ia transferencia de electrones a un aceptor de
electrones solido (Yuan et al., 2011)»Se‘ha demostrado que, especies de Geobacter
y de Shewanella transfieren’/los electrones al anodo mediante apéndices
extracelulares (pili molecular)también ;denominados nanocables (Figura 2.2)
(Reguera et al., 2005; Carmona et-al.; 2013;-:Kouzuma et al., 2014).

a b Sustrato

Sustrato

Nanocables

Figura 2.2. TDE via: a) Citocromos unidos a la membrana y b) nanocables conductivos.

14




2412 Transferencia de electrones por un mediador (TME)

Aungue“se cree que la TDE es la Unica opcion para una generacion de energia
eficiente,sactualmente se estan considerando los mecanismos de TME. En funciéon
de la naturaleza de la mediacion de las especies redox, los mecanismos de TME se
pueden dividir efitres grupos:

2.4.1.3 TME viagexégenos (Mediador redox artificial)

Estos mediadores parecen, tener la capacidad de mejorar la generacion de corriente
eléctrica. Pero una gran desventaja de su uso, es la baja densidad de corriente y la
necesidad de la adicion del mediador repetida veces, lo cual es costoso y ademas
suelen ser inestables. Por otragparte estos mediadores artificiales pueden generar
problemas medioambientales debido a su toxicidad. Sin embargo en estudios
reportados se han utilizado algunos compuestos, tales como fenazinas,
fenotiazinas, indoles, acidos hémicos y quinenas (Jayapriya et al., 2012; Han et al.,
2014).

2.4.1.4 TME através de metabolitos secundarios

Comunmente los microorganismos crecen-€n condiciones en las que los aceptores
de electrones solubles no estan disponibles y donde“los aceptores sodlidos no se
encuentran en alcance directo. Entonces, el microorganismo puede (l) utilizar
compuestos mediadores de electrones disponibles en el ambiente (exdgeno) como
los acidos humicos o quelatos de metal, o (ll) puede incluse~€l.mismo, producir
compuestos mediadores de electrones de bajo peso molecular; a través de vias
metabdlicas secundarias (Yong et al., 2014) (Figura 2.3),
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Figura 2.3. Transferencia de electrones porwun mediador via metabolitos secundarios microbianos.

Para aplicaciones en CCMs,~los metabolitos secundarios (mediadores redox
enddgenos) son especialmente~«de gran interés, ya que su sintesis hace que la
transferencia de electrones sea independiente‘de la presencia de mediadores redox
exogenos. El mediador actia como’ un” aceptor'terminal de electrones reversible,
que transfiere los electrones de la célula_bacteriana ya sea a un oxidante solido
(anodo MFC) o dentro de una biopelicula; donde es re-oxidado y esta de nuevo

disponible para los siguientes procesos redox.

2.41.5 TME através de metabolitos primarios

En contraste con la produccién de los metabolitos secundarios;-la reduccién de
metabolitos primarios esta estrechamente asociada con la degradacion oxidativa
del sustrato. Para ser utilizado como un reductor, el metabolito tiene que cumplir
ciertos requisitos. Su potencial redox debe ser tan negativo como sea posible y estar
disponible para la oxidacion electroquimica en el sistema de CCM. Dos impertantes
vias metabdlicas anaerobias pueden conducir a la formacion de metabolitos
reducidos y que son adecuados para el funcionamiento de la CCM: la respiracion
anaerobia y la fermentacion (Guo et al., 2015; Qin et al., 2016) (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Transferencia de electrones por un mediador via metabolitos primarios microbianos. a)
a traves de la reduccion de los aceptorésterminales/de electrones (uso de respiracion anaerobia) b)
a través de la oxidacion de los productos.reducidos derla fermentacion.

2.5 Impacto de las condiciones de operacion y'componentes sobre el
rendimiento de la CCM

El rendimiento de las CCM'’s esta regulado por los“parametros fisicos, quimicos,
biolégicos y electroquimicos. Sin embargo, tres ‘parametros en particular
contribuyen directamente a la eficiencia de las CCM:"(1) los parametros de
operacion, (2) los parametros de disefio del sistema, y (3) los parametros biologicos.
Por lo tanto, el logro de buenas condiciones en estas tres categorias, se traduciria
en un terreno fértil para lograr el rendimiento ideal del sistema (Borole“et al., 2011).

2.5.1 Parametros de disefo del sistema

La formacién de una biopelicula electroactiva es esencial para el funcionamiento,de
una CCM. El tipo de material del electrodo puede afectar la formacién de
biopeliculas en condiciones de circuito abierto (ausencia de un receptor de

electrones) sin embargo, en circuito cerrado la actividad electroactiva de la
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biopelfcula se favorece (Sevda et al., 2014). Existe una variedad de materiales para
electrodos, por ejemplo, papel, esponja, tela, fieltro, fibra y espuma hecha de grafito
o de carbond. Esto materiales pueden producir salidas de tension similares, pero el
rendimiento-electroquimico puede variar, asi como la formacién de la biopelicula
sobre los electrodos. Pero, los materiales para electrodos con mayor area de
superficie accesible para los microorganismos pueden resultar en una mayor
densidad de corriéntes(Schiliro et al., 2016).

2.5.2 Parametros de operacion

En los sistemas por lotes,s€ ha demostrado que la resistencia externa, el potencial
redox, el pH, la concentracion'desustrato, la temperatura, la presencia de oxigeno,
y la fuerza idnica afectan la produccion de corriente. No obstante en un sistema
continuo la operacion en el anoda presenta una mayor complejidad, ya que se
consideran parametros adicionales como la velocidad de flujo, la carga del sustrato,
velocidad espacial, la tasa de corte y los/cambios hidrodinamicos relacionados.
Cada uno de estos parametrosinfluyen én.el rendimiento electroquimico de la

biopelicula sobre el electrodo en la camara anddica-(Walter et al., 2016).

2.5.3 Resistencia externa y potencial redox

Las biopeliculas electroactivas pueden responder a_estimulos electroquimicos
externos, como la resistencia al flujo de electrones. Pero\el proceso puede ser
controlado mediante la optimizacién del crecimiento de Jav estructura de la
biopelicula y manteniendo un equilibrio en la utilizacion de la fuente, de carbono.

2.54 pH

En el microambiente anddico el pH es un factor importante en el funcionamiento
eficiente de la CCM. Este no solo asegura el crecimiento y la reproduccién’de los
microorganismos para la generacion de electrones, sino que influye ‘en™el
movimiento eficiente de protones a través de la MIP. Recientes investigaciones han
demostrado que la maxima corriente en una CCM fue obtenida a pH anddico en un
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rango”“de 7-8. Pero la corriente disminuye cuando el pH sobre pasa valores por
encima de 9 o valores por debajo de 6 (Jia et al., 2014).

2.5.5 Carga-y concentracion del sustrato

Puesto que la transferencia de electrones hacia el anodo por BEA es el resultado
de metabolisma_primario, la relacion entre la concentracion de sustrato y la
generacion de corriente’sigue la ecuacion de Monod. Los aumentos en la carga o
concentracidon del sustrato pueden conducir a un aumento de la corriente. Sin
embargo la presencia de.un’exceso de sustrato y la ausencia de una baja resistencia
podria provocar el desvio~de.los electrones para la formacion de productos del

metabolismo y no para produecion-de corriente.

2.5.6 Parametros biolégicos

El parametro biolégico mas importante que afecta la actividad de la biopelicula
electroactiva es la fuente del inéculo_y el tipo.de catalizador microbiano (consorcio
o cultivo puro. Varias fuentes de‘carbono pueden ser utilizadas en una CCM, los
principales combustibles metabodlicos” son lo§ ¢arbohidratos, acidos grasos y
aminoacidos simples o de alto peso moleeular que’estan presentes en la aguas
residuales. Diversos estudios reportan el efecto de las fuentes de carbono en el
rendimiento de CCM. Por ejemplo Kim et al. (2000) estudiaron el efecto del uso de
glucosa como combustible usando Proteus vulgaris como biocatalizador. En
promedio una carga de 1000 mg/l d de glucosa en una CGM, de doble camara
generé 4310 mW/m? de potencia méxima con un 81% de efigiencia coulémbica
(Pandey et al., 2016). Es importante mencionar que el crecimiento del
microorganismo puede variar dependiendo de sus requerimientos nutricionales o
del sustrato.

La generacion de electro en las bacterias parte del hecho de la existéncia de
cadenas transportadoras, es decir, ciclos de oxidacidn-reduccion alternante‘en _los
acarreadores de electrones, que para este caso son NADH y FADH2 (Madigan et
al., 2012). También se ha encontrado que este flujo esta asociado a sustancias

solubles. La bacteria E. Coli al ser sometida a un proceso de activacidon
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electroquimico fue inducida a la produccion de tres compuestos claves
transportadores de electrones, estos son: etil 2-aminoacetimidato, metil 4-
etoxybutanoato, 3-isobutilhexahidropirrolo [1,2-a] pirazina-1,4-diona, rivoflavinas y
flavonoides..{Deng et al., 2010). Este hallazgo permite especular acerca de la
posibilidad de'que cualquier microorganismo pueda ser empleado en las celdas de
combustible microbianas. Aunque, en un principio presenten una actividad baja o

la, todo dependerdel_ estimulo inicial apropiado. Este argumento ya habia sido
expuesto por Potter'en, 1911, quien mencionara por primera vez la posibilidad de
generar electricidad mediante celdas de combustible empleando E. coli vy
Saccharomyces cerevisae, cépas conocidas como no electroactivas (Nandy et al.,
2016).

Cabe aclarar que dicha modificatiéon electroquimica consiste en aplicar una
diferencia de potencial a la celda d&tnos cuantos milivoltios. Esto causa en las
bacterias Gram positivas un fendmenotelectrostatico ocasionado por la carga
negativa debida a la presencia dé\acidos teicoicos en la pared celular (Figura 2.5
a). La funcion de tal acido es enlazarias moléculas de peptidoglicano ala membrana
plasmatica, mediante los enlaces fosfodiéster en_las unidades monoméricas del
fﬁ:ido.

En el caso de las células Gram negativas,’la carga se.debe a la naturaleza de los
lipopolisacaridos de la membrana externa (Figura 2.5 b) (Madigan et al., 2012). Pero
sea Gram positivo o Gram negativo, el crecimiento delymicroorganismo no es
indefinido, ya que consumen el sustrato o la fuente de carbono. Por lo tanto es
importante conocer el ciclo de crecimiento del microorganismo en|acamara anddica
para saber la relacion existente entre la fase del crecimiento del microorganismo y
la generacion de voltaje.
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Figura 2.5. Estructura de la pared celular de una cglula pro ..a) Estructura del acido teicoico
de las Gram (+). b) representacion de los lipopolisacaridos en lassGram(-).

2.5.7 Ciclo del crecimiento microbiano @

La parte fundamental del funcionamiento de las CCM'’s son %croorganismos,

por lo tanto, conocer el ciclo de crecimiento de los mismos ﬂtante para
ablecer los parametros de operacion.

La velocidad de crecimiento de un microorganismo es el cambio

células o masa celular por unidad de tiempo. Durante este ciclo de divis
todos los componentes estructurales de la célula se duplican. El tiempo ri
para que a partir de una célula se formen dos células se denomina tiemp%
generacion. Por tanto, el tiempo deneramén es el requerido para duplicarse u

poblacién de células. La curva de cremmlento puede dividirse en varias fases: fase

21




de latencia, fase exponencial, fase estacionaria y fase de muerte. Estas se muestran
en la-Figura 2.6 (Madigan et al., 2012).

Log Numero de Microorganismos viablés

Tiempo

Figura 2.6. Curva tipica de crecimiénto de una poblacion bacteriana. 1: fase latente, 2: fase
exponencial, 3: fase estacionaria y 4: fase:de muerte.

Fase lag o de latencia

Es un periodo de ajuste fisiolégico y etiando la“Célula sintetiza enzimas nuevas,
cofactores e intermediarios metabdlicos ésenciales; los depdsitos intracelulares de
wrientes estan estabilizados.

Fase exponencial

La fase expaencial de crecimiento es consecuencia de que cada célula se divide
para formar dos y asi sucesivamente. El periodo de tiempo de:esta fase puede ser
breve o prolongado en funcion de los recursos disponibles y“de otros factores
externos (temperatura, composicion del medio de cultivo) asi“como por las
caracteristicas genéticas del organismo.

Fase estacionaria

g la fase estacionaria no hay aumento ni descenso neto en el nimero de células.
Aunque no suele haber crecimiento en la fase estacionaria, muchas funciones
celulares continuan, incluyendo el metabolismo energético y algunos procesos
biosintéticos.
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Fase-de muerte

Si contifla la incubacion después de que la poblacién ha alcanzado la fase
estacionaria, las células pueden continuar vivas y metabdlicamente activas, pero
finalmente'mueren.

2.6 Rendimiento en.la produccion de electricidad

En el campo de las:\CCM’s, es adecuado evaluar en términos de reaccion la fuerza
electromotriz total (FEM),.definida como la diferencia de potencial entre el catodo y
el anodo.

La FEM de una celda se calcula como:
FEM =E, —E, Ec. 2.3
Donde E, es el potencial (V) de’catodo y E.(V) es el potencial del anodo.

La FEM de la celda es un valor termodinamico_glie no toma en cuenta las pérdidas
internas. El voltaje a circuito abierto (VCA) es €l voltaje de la celda en ausencia de

rriente. En teoria el VCA debe acercarseia la FEM de la celda. Sin embargo, en
la practica el VCA es sustanciahaente menor que'larEEM de la celda debido a
diversas peérdidas potenciales. Esta pérdida de energia es conocida como
sobrepotencial o la diferencia entre el potencial en (‘ﬂmliciones de equilibrio y el
potencial real (Srikanth y Venkata, 2012). Esto indica que la principal aplicacion de
los calculos termodinamicos es identificar el tamafo y la naturaleza,de las pérdidas
de energia, que se mencionan en la siguiente seccion.

2.6.? Pérdidas de voltaje en la CCM

La generacion de electricidad es el resultado de cuatro pasos los cualés)dpben
ocurrir en serie. El primer paso es la transferencia de los reactanﬁs y productos de
la parte liquida hacia el electrodo que contiene una biopelicula y viceversa. Enfel
segundo paso se lleva a cabo la liberacion de electrones debido al metabolismo
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microbiano (cinéticas). Los microorganismos requieren energia para su crecimiento
y mantenimiento, por lo tanto, la biopelicula anddica debera tomar parte de la
energia“disponible por el sustrato organico disminuyéndose el voltaje. El tercer
paso, la transferencia de electrones de las células microbianas hacia el electrodo y
viceversa y, 'elcuarto paso, la transferencia de cargas a través de los electrodos, el
electrélito y la membrana de intercambio de protones. Algunos de estos pasos
puedeﬁlimitar la tfransferencia de electrones causando pérdidas de voltajes en la
CCM. Para maximizar-€l\voltaje en la CCM el potencial del &nodo y catodo debera
maptenerse como negaftivo+y positivo, respectivamente. Esto también dependera
del sustrato utilizado.

Cuando el potencial del anodo.Jlega a ser muy bajo, los procesos competitivos tales
como la fermentacién y la metanogénesis acetoclastica se pueden favorecer (Jung
y Regan, 2011). Cuando otros acgptores de electrones sobre el electrodo estan
presentes en la camara anddica, el dador organico de electrones se puede oxidar
usando diferentes vias metabolicas reduciéndose la transferencia de electrones. En
particular, los nitratos y los sulfatos ‘gue se/€ncuentran en las aguas residuales es
probable que puedan desviar los eléctrones del'anodo, ya que sus potenciales redox
de estos contaminantes los hace mas favorecederes como aceptores de electrones
en vez del anodo. La presencia de oxigeno en el compartimiento anddico disminuye
los electrones generados en la camara debido a la oXidacion aerobia, éste entra al
compartimento anddico por difusién a través del catodo hacia la membrana

ahimnejad et al., 2015).

ﬁmetano es el producto final de los procesos anaerobios, §e_le considera como
uno de los principales compuestos que pueden interferir en rendimiento de la CCM.
Los microorganismos metanogénicos y los miﬁoorganismos electroquimicamente
activos compiten por la fuente de carbono presente en las agua$ ‘residuales.
Recientemente se ha demostrado que en la produccién de metano se’'consumen
entre un 15% y 50% los productos fermentables que aportan electrones a las’CEM’s
(Nikhil et al., 2015)
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Para.controlar los diferentes procesos bioldgicos competitivos dentro de las CCM’s,

se reqieren de diversas estrategias de operacion con el fin de evitar el crecimiento

de otros'microorganismos que son electroactivos.

2.6.2 Caracterizacion de las pérdidas de voltaje

La fuerza electromotriz define termodinamicamente la cantidad de electrones
transferidos en una'reaccion bioglectroquimica, es decir, la diferencia de potencial
generada por esta reaccion. EIO@CA es el voltaje maximo que puede ser medido
bajo una resistencia inﬂqjté,' es decir, que el anodo y catodo no son conectados
entre si a través de una aﬁf,tencia externa. Existe una serie de limitaciones por
parte de las comunidades bactérianas que catalizan la reaccién anédica, que reduce
la diferencia de potencial total que.se.puede alcanzar en una CCM. A circuito abierto
el voltaje de la celda seria igual al voltaje tedrico, pero lo que en realidad se obtiene
es un voltaje mas pequefno que’el voltaje termodinamico. Esto indica que existe
ciertas pérdidas que afectan el funcionamiento de la CCM, incluso cuando no circula
corriente a través de la carga. Este fendmeno recibe el nombre de “crossover” o
“pérdidas por tensién”; en electroquimica se utilizael término de “sobrepotencial” o

“polarizacion” (He et al., 2015).

El voltaje maximo alcanzado en las CCM’s’se encuentra.en un ranggde 0.3 a 0.7
V. Aunque la FEM representa el limite superior para el voltaje total, el voltaje real
siempre sera menor en la practica debido a una serie de pérdidas de voltaje ya sea
de naturaleza electroquimica y/o biolﬁica. Estas pérdidas (de Voltaje aumentan
proporcionalmente con la corriente y pueden tener un efeéto./adverso en el
rendimiento de la celda. Esta pérdida de voltaje resultaria en una méner potencia
de salida de acuerdo a la ecuacion 2 .4.

P =VI Ec.2.4

ﬂonde P es la densidad de potencia (W/m?), V es el voltaje (V) e | es la d‘&ﬁuad
de corriente (MA/m?). Para permitir la comparacién entre los dos sistema( &
corriente y la_potencia son usualmente normalizadas de acuerdo a las

caracteristicas de la CCM, tales como el area superficial proyectada del anodo o
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catodo o en su defecto por el volumen neto de la camara anddica y catddica.

Mantehiendo un voltaje alto con una corriente alta es esencial para una mejor

operacién_de la CCM. Para determinar estas condiciones se traza una curva de

polarizacidn.que representa el voltaje de la celda en funcion de la corriente (Figura

2.7).

Voltaje tedrico

Pérdidas Ohmica$

E=Eh - Rinif

A 4

Pérdidas totales de energia

—

Polarizacion
por activacion
(Transferencia
de carga
limitada)

Corriente (i)

R

Polarizacion por
concentracion
(Transferencia de
masa limitada)

Figura 2.7. curva de polarizacion general para una_ célula de combustible microbiana que muestra

las regiones dominadas por diferentes tipos de pérdidas de potencial)(Dominguez et al., 2012).

El voltaj

de las CCM’s esta determinado por el potencialtermodinamico tedrico

(E¢erm) Menos las pérdidas de voltajes o sobre-potenciales que o€urren en la celda

cuando la corriente eléctrica es producida. Las sobretensiones de\los electrodos son

en general de;andientes de la corriente y se pueden clasificar como sigue: (l) las

pérdidas por activacion; (lI) pérdidas por metabolismo bacteriang; ly (lll) por

transporte de masa o pérdidas por concentracion. Estas pérdidas irreversibles en

las CCM’s son presentadas por la ecuacion 2.4 (Gude, 2016):

Ecet = Eterm — [(nacc + Nohm + nc)cécodo + (?}'acc + Nonm + nc)énodo ]

Ec. 2'4.
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Donde n,..es la pérdida por activacion debido a la lenta cinética de reaccion, 1n,,m
es la~pérdida 6hmica de resistencias idnicas o electronicas y 7, es la pérdida por
concentracion debido a las limitaciones del transporte masa. Las pérdidas por
activaciond-eoncentracion se producen en las camaras anddica y catédica mientras
que las pérdidas.6hmicas se producen en toda la celda. Cada una de estas pérdidas
tiene efectos diferentes, pero acumulativos sobre el voltaje de la CCM.

2.6.2.1 Perdidas poractivacion

Las pérdidas por activacion se producen debido a las pérdidas de energia al iniciar
la 6xido-reduccién. Estas-perdidas por activacion son dominantes en la menor
densidad de corriente. En las"CCIW's las pérdidas por activaciéon son basicamente
representativas de una pérdida‘de“tension total debido al metabolismo bacteriano
en el consumo de materia organicavEsta pérdida se puede reducir mediante el
aumento de la zona de superficié del‘electrodo, con la adicién de mediadores para
facilitar la eficiencia de la transferencia de/electrones y con el enriquecimiento de
biopeliculas electrogenas en el anodo y con_las condiciones operativas adecuadas
(Gude, 2016; Logan, 2008).

2.6.2.2 Perdidas 6hmicas

Las pérdidas 6hmicas (o polarizacion 6hmica) son universales elﬁzualquier tipo de
celda electroguimica. En una CCM, las pérdidas ohmicas incluyen tanto la
resistencia al flujo de electrones a través de los electrodos; las interconexiones, la
resistencia al flujo de iones a través de la MIP, el anolito y el-Catolito (Larminie y
Dicks, 2013). Para reducir las pérdidas 6hmicas, es necesario el'uso de electrodos
de alta conductividad y reducir al minimo la separacion entre ellos. Al reducir la
distancia, los protones podrian viajar antes de que se combinen con‘el oXigeno y
los electrones. Se ha demostrado que el aumento de la zona de superficie\de la
membrana en relacion con el volumen total de la CCM mejora el flujo de protones y
se reducen las pérdidas éhmicas. También las pérdidas 6hmicas se pueden reducir
con el aumento de conductividad de la soluciéon al maximo tolerado por la bacteria
(Nimje et al., 2011).
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2.6.2.3 Pérdidas por concentracion

Las pérdidas por concentracion (o polarizacion de la concentracion) se producen
cuando |la"tasa de transporte de masa de una especie hacia o desde el electrodo
limitan la produccién de corriente. Cuando existen altas densidades de corriente,
hay limitacion _dé.la transferencia de masa de especies quimicas por difusion a la
superficie del electrodo. En el anodo las pérdidas por concentracién son causados
por una descarga limitada de especies oxidadas a la superficie del electrodo o un
suministro limitado de‘\especies reducidas hacia, el electrodo. Esto aumenta la
relacion entre la especie.oxidada y reducida que puede producir un aumento en el
potencial de electrodo. En el lado del catodo se puede producir lo inverso,
provocando una caida en el potengial de catodo. Mediante el registro de curvas de
polarizacién, la aparicion de pérdidas por concentracién puede ser determinadas
(Nikhil et al., 2015).

Enuna CCM el voltaje de la celda es hormalmente una funcion lineal de la corriente
(region intermedia de la Figura 2.7) y se puéede describir simplemente como:

Eéer = Ep — Ry Ec.2.5

Donde R;,,.es la resistencia interna total de*una CCM;latcual puede ser facilmente
obtenida de la pendiente (Figura 2.7). La interseccion de‘la.seccion lineal dala curva
con el eje del voltaje E,, es referido como la extrapolacion lineal del VCA, esto es la
extrapolacion de la parte lineal de la curva de polarizacion. El valor de Ep deberia
ser cercano al valor del VCA, pero menor que éste.ﬁresistencia calculada usando
este método es referido como resistencia interna en lugar de resisténcia 6hmica,
porque las pérdidas por activacion y concentracion afectan la pendiente'de la curva
de polarizacion y la influencia ha sido considerada en el calculo de la resistencia
interna usando este método (Lefebvre et al., 2013).

Los parametros que contribuyen a la resistencia interna de una CCM, pueden

describirse como sigue, reescribiendo la ecuacion 2.5, se tiene:
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E.o =E, — (Ra +R,+R,, + Re)f Ec. 2.6

R, y R.+son las resistencias causadas por reacciones bioelectroquimicas en el
anodo y la reduccion de oxigeno en el catodo, respectivamente. R,, y R, son las
resistencias delaamembrana y electrdlito (catolito y anolito), respectivamente.

2.7 Desempeiio de una celda de combustible microbiolégica.

A continuacién, se ‘presentan las principales variables para determinar el
desempefio de la operacion desuna CCM y su expresion matematica, en un sistema
batch o fed-batch (Logan et al., 2006).

En una CCM el voltaje (Vccm) €S'medido a través de una resistencia externa (Reyx),

mientras que la corriente Iccm se Caleula mediante la Ley de Ohm:

V
[CCM = ?C(?ﬂ EC 27
ext

Donde Iccm es la corriente generada en Ampefes.y.Rex es la resistencia externa en
ohm. Usualmente, el valor elegido de" Rey para.la operacion de la celda es la
ﬁsistencia interna (R;) de la CCM, puesto.gue con diehg valor la potencia generada
en la CCM es maxima. Este resultado se conoce com6jTeorema de Jacobi para
fuerzas electromotrices.

El desempefio de una CCM se puede medir en funcién de'la densidad de potencia
(DP), la potencia volumétrica (PV), eficiencia en la remociélﬂﬂé:DQO (Mpao) ¥ la
eficiencia coulombimétrica ((ncou ). La potencia es calculada @&;Mmediante el

producto de la corriente y el voltaje, segun la Ecuacion 2.8.

_ _ Vi
Peem = leemVeem © 0 Peem = Re:: Ec. 2.8

Una forma de obtener un indice que permita comparar la corriente y la potengia

generada por una CCM consiste en normalizar estas magnitudes respecto al area
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efectiva del anodo o al volumen de la celda, resultando en densidades de potencia
(DP)densidad de corriente (DI) y potencia volumétrica (PV).

2

DP = K;ﬁ Ec. 2.9
ext
DI = lecm Ec. 2.10

A
Siendo A, el area superficial del anodo en m2.

@m el fin de realizar los célculos de ingenieria para el tamafio y costo de reactores

la potencia puede ser normalizada respecto al volumen de la celda:

VZ
PV = £t Ec. 2.11

VR ext

Asi mismo, la corriente en funcién del'wolumen de la CCM:

1y = LA Ec. 2.12

ARext

La npqo €s una variable ampliamente" gtilizada para cuantificar la remocion de
materia organica en un sistema (Zhang et al., 2015).\Eéta es cuantificada mediante
la Demanda Quimica de Oxigeno inicial y final de la fuehte de combustible cuando
el sistema se opera en lote. Y cuando se opera en modo continuo se utilizan las
DQO del afluente y del efluente. Esta eficiencia a la remocion es calculada mediante

la ecuacion 2.13.

DQOinicial—DQOfiml DQOaﬂmme—DQOeﬂmnm
—x100 =

x100/ Ec.2.13
DQOII’!IL‘I«[ DQO«;’rwme

nDQO =

>
La Eficiencia Coulémbica, es un parametro que permite obtener la fraccidn'de

energia eléctrica que se puede generar en la CCM a partir de un sustrato
determinado. Su medicién es importante porque posibilita comparar el desemperio

de diferentes CCM's y puede ser calculada mediante la Ecuacion 2.14.
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CRS

T)Coul (%) = mxlﬂﬂ EC 214

Donde CRS es,|a carga eléctrica real debida al sustrato que se convierte en energia

eléctrica:
CRS = [, lccudt Ec.2.15
y CTS es la carga eléctriéa tedrica debida al sustrato:

CTS = anqo(DS{Oi—DQOOV EC 21 6
pga

Donde, F es la constante de Faraday 96 485.33 Coulombs / mol e’; bpgo son los
moles de e” generados por |la'DQ@' (4 moles de e cuando la base de expresion de
la DQO es oxigeno molecular O3); DQO; es’la,DQO inicial (g/L); DQOs es la DQO
final (g/L); V es el Volumen de la CCM (L); Mpbqg_es el peso molecular de la DQO
(32 g Oz/mol DQO).

Eﬁs variables de respuesta ayudan a determinar€l.desemperio real de una CCM
y contribuyen a identificar cuales pérdidas irreversibles“son las importantes en la
CCM y asi implementar las modificaciones y mejoras requeridas.

2.8 Modelado en los sistemas de CCM’s

La CCM es un sistema hibrido y complejo que involucra un numero de reacciones
bioelectroguimicas acopladas, el rendimiento de las mismas es afectado por
factores fisico-quimicos y bioldgicos (por ejemplo: la comunidad mierobiana, la
configuracion de CCM, el material de los electrodos, area de supefficie del
electrodo, naturaleza del sustrato donante de electrones, el pH, la conductividad,
etc.). Diversos estudios han sido conducidos para optimizar los factores antes
mencionados. El modelado matematico puede ser una plataforma util para

investigar el efecto de los factores de operacion en el desempefio de la CCM (Ortiz-
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Martinez et al., 2015; Recio-Garrido et al., 2016; Martinez-Conesa et al., 2016). Xia
et al+(2018) Clasifica a los modelos de CCM’s en dos grupos principales; modelos
de prediccioh basado en el mecanismo y modelos basados en la aplicacion (Figura
2.8). Los modelos basados en el mecanismo son enfocados a los procesos de
reaccion que, incluyen la tasa de utilizacion de sustrato, la generacion de voltaje y
corriente, la formacidn y disminuciéon de la biopelicula, entre otros. Los modelos
basados en aplicaciones incluyen los modelos eléctricos y modelos de control y
aprendizaje o modeles) con enfoque estadistico. Los modelos eléctricos son
aplicados para evaluan’los”parametros eléctricos de salida en una CCM. Los
modelos de control y aprendizaje se utilizan principalmente para optimizar la
potencia de salida y la eficiencia_couldmbica sin tener en cuenta los procesos de
reaccion globales. Los parametros del modelo se pueden obtener mediante el
analisis de datos experimentales/"En este trabajo se emplearon dos modelos
basados en mecanismos de la cinética'de crecimiento bacteriano y consumo de
sustrato.

Modelos de
consumo de
sustrato y
crecimiento
bacteriano

Modelos basados en
mecanismaos \

Modelos
electroguimicos

Modelos de
biopeliculas
Modelos
eléctricos

Modelos de
aprendizaje y
control

Modelos de CCM

Modelos basados en la
aplicacién

Figura 2.8. Clasificacion de los modelos aplicados a las CCM'’s.
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2.8.1"Modelos basados en mecanismos

Los modelos mecanisticos se clasifican principalmente por los dominios donde
ocurren |as reacciones bioelectroquimicas dentro de la CCM. Entre ellos se incluyen
la tasa de dtilizacion de sustrato y el crecimiento bacteriano, la expresion de voltaje
y corriente, la-fofmacion y disminucion de la biopelicula, entre otros.

2.8.1.1 Modelos/de.consumo de sustrato y crecimiento bacteriano

Para describir un proceso microbiano dos tipos de modelos pueden ser
desarrollados, modelos”™ estructurados y no estructurados. Los modelos
estructurados toman en cuenta aspectos basicos de la estructura celular, su funcién
y composicion, estos pueden sercomplejos y de poco uso industrial. En los modelos
no estructurados la biomasa se €onsidera como una entidad descrita sélo por su
concentracion (Solano-Cornejo & Vidaurre-Ruiz, 2017; Miroliaei et al., 2015).
Los modelos antes mencionadas pueden ser modelos primarios o secundarios. Los
modelos primarios describen matematicamente la curva de crecimiento generada
por los microorganismos bajo cendiciones”ambientales definidas. Mientras los
modelos secundarios describen el efecto de las’ condiciones ambientales sobre los
parametros obtenidos de los modelos primarios.
En este trabajo se utilizaron dos modelos primarios para describir la cinética
microbiana: el modelo maltusiano comunmente conocido como ley exponencial
(Ecuacion 2.17) (Bouguettoucha et al., 2011) y el modelo"de Gompertz (ecuacion
2.20) que ha sido extensamente aplicado para describir la asimetria sigmoidea del
crecimiento microbiano debido a su exactitud estadistica comparada con otras
funciones sigmoideas (Liu et al., 2017).
En sistema batch el modelo Maltusiano bajo condiciones ideales de crecimiento, la
concentracién de biomasa aumenta exponencialmente con el tiempo. Por lo tanto,
la tasa global de formacion de biomasa es proporcional a la biomasa misfa. Esto
lleva a una reaccién autocatalitica, que se describe por una ecuacién de ‘primer
orden.

X = uX Ec. 2.17
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Donde rX es la tasa de crecimiento celular (kg células/m® h), X es la concentracién
de eélulas (Kg células/m®) y u es una constante cinética del crecimiento (1/h),
llamada“tasa de crecimiento especifico. La ecuaciéon 2.17 es equivalente a la

ecuacion 2.18
dX

e uX (t) Ec.2.18
La solucién a esta ecuacion diferencial de primer orden es:

X(t) = Xpexp (ut) Ec.2.19

Donde X, es la concentraeién.celular inicial al tiempo t = 0.

La ecuacion de Gompertz es~Una funcidn doble exponencial basada en 4
parametros que describen una curva sigmoidea asimétrica.

LogN = A+ Cexp{*exp[—B(t — M)]} Ec. 2.20
Donde:
Log N es el logaritmo decimal de los reetientos'microbianos (log (UFC/mL) al tiempo
= A es el logaritmo de los recuentos_asintotiCos cuando el tiempo decrece
indefinidamente (aproximadamente equivale al logaritmo de los niveles iniciales de
bacterias) (log (UFC/mL); C es el logaritmo de los recuentos asintéticos cuando el
tiempo se incrementa indefinidamente (es el numero de‘cicloes log de crecimiento)
(log (UFC/mL); M es el tiempo requerido para alcanzar la maxima velocidad de
crecimiento (h); B es la velocidad de crecimiento relativa al tiempo-M (1/h). De estos
parametros se deriva la velocidad especifica de crecimiento "(u ='B(C/e),e =
2.7182) [Log(UFC/mL) /h].

2.8.1.2 Modelos electroquimicos

Los modelos electroquimicos evallan y caracterizan los parametros eléctricos y-el
rendimiento de las CCM’'s. Estos modelos se basan en la teoria basica de

electroquimica y en formulas especificas para el voltaje de salida, la densidad de
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corrienite y el equilibrio de electrones. Los modelos que describen la densidad de
corriente son: modelo de Bulter-Volmer, modelo de Bulter-Volmer-Monod, ley de
Ohm y«modelo de Tafel-Monod (Tabla 2.3). El modelo que mejor se ajuste a los
datos experimentales dependera de las condiciones de operacion y del mecanismo
de transferencia.de electrones.

Tabla 2.3. Modelos matematicos que describen la densidad de corriente.

Nombre Ecuacion del mecanismo Referencia
del

modelo

Butler- , _ iy (exp (%,F?Ia) iy (—1(1;:}%%)) Ec 221 Kazemi et

Volmer al., 2016.

Butler- 1-e=f0 Hamelers

Vol x (kl.e—(1—ﬂJf-’J+k2.e—f-’J+1)' tal. 2011
omer =y, . Ec.2.22 & <00T

Monod . e_’(?fa),r_q”‘zfﬁmsd

Ley de ;_ —Kp,; au Ec. 223 Xia et al,

o Az - -
Ohm 2018
Tafel- i _8F S xF Yao et al.,
b= Se00 Ksqtsg  Imax®XP (m"n“) Ec.2.24
Monod 2016.

2.8.1.3 Modelos de biopeliculas

La formacién de una biopelicula sobre el anodo es benéfica~para la transferencia de
electrones. Jayasinghe et al. (2014) mencionan que el grosor.y.la porosidad de la
biopelicula tiene efecto sobre la generacion de energia en las GEM. Los modelos
matematicos que consideran la formacion de biopeliculas permiten estimar el grosor
de la misma considerando las condiciones de operacion del sistema y el mecanismo
de transferencia de electrones.

Cai et al. (2018) propusieron un modelo matematico suponiendo que el crecimiento
de la biomasa esta limitado por la concentracién maxima de biomasa alcanzable. El
crecimiento de la biopelicula se describe con un parametro de retencidn de biomasa

« (k') como se muestra en la siguiente ecuacién 2.25.
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, SU (Cpp + Cymy > meax.i) Ec. 2.25

HeCxe—KdeCxettmCoem—KdamCxm
0(;2 Cxet Cxm

0, en caso contario

Donde, u.fes la tasa de crecimiento especifico de exoelectrogenos; c,. es la
concentracion "de biomasa exoelectréogenos; K;, tasa de caida de la biomasa
exoelectrégenat u,,;, tasa de crecimiento especifica de metandgenos; c,,, es la
concentracion de Mbiomasa metandgena; K;, tasa de caida de la biomasa

metandgena.

2.8.2 Modelos basados enla aplicacion

Como dispositivo que suministra“energia, se espera que una CCM genere la
potencia maxima para lograr la utilizacion efectiva de energia. Aungue los modelos
basados en mecanismos optimicen, las, condiciones de operacion para mejorar la
potencia, la complejidad multidisciplinaria limita en muchas ocasiones la aplicacion
practica de estos modelos.

Actualmente el disefio ingenieril propone modelos basados en la aplicacion practica
y especifica. Estos son de dos tipos:.1) modelos de CCM’'s que se describen
mediante un modelo de circuito equivalénte cons/componentes eléctricos y 2)
modelos de control y aprendizaje, en éstos.se establece una serie de experimentos
de CCM'’s para optimizar los parametros de operacion« maximizar la potencia de
salida a través de algoritmos de optimizacion.

2.8.2.1 Modelo eléctrico

En los modelos eléctricos de las CCM’s, el modelo de circuito equivalente y la curva
de potencia se describen mediante los parametros eléctricos clasi€os, como la
corriente, el voltaje y la resistencia interna. Kashyap et al. (2014) menciona que el
modelo de circuito equivalente con sus elementos electronicos describe- las
caracteristicas de la CCM de manera efectiva, es decir se pueden conocer’las
resistencias internas que afectan el rendimiento del dispositivo. Este circuito

equivalente convencional consiste en elementos electrénicos en serie, que se

36




muestran en la figura 2.9. Una herramienta efectiva es la espectroscopia de
impedancia electroquimica (IES), con ésta se pueden evaluar las resistencias

internas’de ina CCM.

Rohm

.\t\\‘_ | NoOA A | A O+

Veem Vea

O-
Figura 2.9. Modelo basico de circuito'equivalente de una CCM. Ve, Voltaje de la CCM; Ve, voltaje

a circuito abierto; Cy4, capacitor de doble ‘capa; Rowm, resistencia 6hmica; Ract, resistencias por
activacion; Rcon, resistencias por concentracion.

2.8.2.2 Modelos de aprendizaje y control

Para la aplicacion del modelado no\paramétrico, se requiere del establecimiento de
disefios experimentales. Dependiendo del tipo de, disefo estadistico se obtiene el
modelo y se necesita de gran cantidad‘de datos.para el modelado ya que el
proposito es predecir el rendimiento de la.CCM. Xia etal. (2018) mencionan que los
modelos utilizados para optimizar los parametros de Joperacion y predecir el
rendimiento de una CCM han sido el disefio uniforme (DU),-maquinas de vectores
de relevancia (RVM), maquinas de vectores de soporte (RVM) y la metodologia de
superficie de respuesta (MSR). Esta ultima se basa en un conjunto secuencial de
experimentos disefiados para lograr la respuesta dptima y es una herramienta de
optimizacion que se ha aplicado a muchos procesos quimicos ya que asegura el
escalamiento del proceso. El efecto de las variables de operacidn sobre'lavariable
de rendimiento de la CCM se analiza mediante regresion multiple, usando un
modelo polinémico de segundo grado (Myers et al., 2016) (Ecuacion 2.26)({Son
pocos los modelos empiricos utilizados en el sistema de CCM's, al respécto,
Martinez-Conesa et al. (2016) utilizaron la MSR en un disefio experimental 4 x.3

para predecir la generacion de potencia en una CCM de doble camara usando agua
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residual real. Pero recomiendan desarrollar mas modelos de CCM’s para problemas
especfficos y aplicacion practica en la produccidon simultanea de energia y

tratamiento de aguas residuales.
X' =do + X1 AiXi + oy AuX? + X o1 AijXiX; + € Ec. 2.26
Ddénde Y, es la varigble.respuesta; Ag, es el valor de la respuesta ajustada al punto

central del disefio; A;,Ayy Aj; son los términos de la regresion (lineal, de interaccion

y cuadratico); n, es el nlmero de variables independientes y ¢, es el error aleatorio.
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1k DESARROLLO EXPERIMENTAL
3.1Etapa |: Evaluacion del desarrollo poblacional de microorganismos

autdctonos con capacidad para remover la DQO
3.1.1 Sitio-para el muestreo de agua residual industrial

Las muestras_de: aguas residuales fueron colectadas del Ingenio Santa Rosalia
ubicado en la ‘R/a.Santa Rosalia de Cardenas, Tabasco (18° 0546.5"" N y
93°21°45.9"" W) (Figura3.1). Las muestras fueron tomadas de 10 puntos y de cada
uno se colectd 1 L de'agua residual, ésta fue colocada en frascos de vidrio estériles
de 2 L previamente identificados con fecha de muestreo, nimero de muestra, y
nombre del responsabley.posteriormente se formdé una muestra compuesta. El
proceso fue realizado de acuerdoya- los lineamientos establecidos por la NOM-AA-
003 citada en la NOM-001 (SEMARNAT, 1996a) (Figura 3.2). Las muestras fueron
transportadas en una hielera al' |aboratorio de Biotecnologia de la Division
Académica de Ingenieria y Arguitectura de la Universidad Juarez Autdonoma de

Tabasco. Después fueron almacenhadas a'4 °C hasta su uso.

W 83°21'38.7°

Figura 3.1. Localizacion de sitio de muestreo de aguas residuales del Ingenio Santa Rosalfa.
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Figura 3.2. a) Muestreo de*aguas residuales en canal de desagiie del ingenio; b) preparacién de la
muestra para siembra de micreerganismos.

3.1.2 Evaluacion de bacterias totales en muestras

Las bacterias provenientes de las'muestras se sembraron en medio Agar nutriente
(AN) que contiene 8 g de extracto dejcarne por cada litro de agua destilada. Este
fue esterilizado a calor himedo en autoé¢lave a 121°C durante 20 min a 1.3 Kg/cm?
(Subba, 1999) y el material dé€ yidrio utilizado se esterilizd durante 4 h a calor seco
a 180 °C en Horno ECOSHEL 90232:-El cultivo de microorganismos se realizd con
el método de siembra por extensién'en placa“(Figura 3.3) (Madigan et al., 2012).

Las placas fueron incubadas a 28 °Cy durante ‘Z2'horas.

Realizar diluciones decimales gmpleando tubos con 9.0 mL de agua destilada.

1.0mL 1.0 mL 1.0l
> > 3

- )
Homogenizar cone W u "
\ 10

Pesar 10 g de muestra en 90.0 mL de agua
condiciones de asepsia. destilada.

.
Medio de cultivo \ . - S

con agar. — - -
= Depositar 0.1 mL de cada dilucién sobre el medio sélido por triplicado.

Extender la muestra con 4
ansa Digrasky e incubar las > 4 TR
N ¥

cajas en posicion invertida,

Contar aquellas placas que
contengan entre 25 a 250
colonias.

Figura 3.3. Siembra de microorganismos en placas Petri con agar nutriente.
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31. aracterizacion morfoldgica de bacterias

Carac@acién a nivel colonia: Para diferenciar las cepas de bacterias se realizé la

caracteri;d"‘én macroscopica teniendo en cuenta caracteristicas como: color,

tamafio y istencia (Tabla 3.1) (Kumar, 2015). Posteriormente fueron aisladas
Q&e en el disefio experimental (Figura 3.4 a, by c).

SN

Tabla 3.1. Morfologia segun forma, elevacion y borde.

para ser utili

=N

Elevacion

59’9 N N 25 |

Plano convexa elevada umbeliforme | umbilicado
Borde l lj ‘ |.i

Entero gll@‘f:oso ondulado aserrado Lobulado
Forma e,

B |3 - (wE (&2 [©

puntiforme | circular \ filamentosa | irregular rizoide

Figura 3.4. a) Bacterias expresadas después de las 72 horas de la sie:bra Proceso de
aislamiento y ¢) Cinco cepas aisladas de aguas residuales del ingenio azucarero.

Tincién de Gram: Las cepas aisladas se caracterizaron a través de?@:ién de
Gram, empleando el procedimiento propuesto por Madigan et al. (2012) er@]ue a
través de la reaccidn a la tincién se puede diferenciar a las bacterias Gram positivas
o Gram negativas.

De la cepa aislada se tomo un frotis y se coloco sobre un porta objeto, el frotis fue.

fijado a la llama, después se adiciond la solucidn de cristal violeta y se mantuvo
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sobre”el frotis durante 1 minuto (Resultado: todas las células se tifien de color
violeta).. Posteriormente se adiciond la solucidon yodo-yodurada de lugol y se
mantuvo sebre el frotis durante 1 minuto (Resultado: todas las células permanecen
de color vigleta). Después se realiz6 la decoloracion con alcohol y se mantuvo sobre
el frotis durante 20 segundos (Resultado: las células Gram positivas permanecen
de color violeta y‘\las Gram negativas se decoloran). Finalmente se agregd la
soluciérﬁe safraninay se mantuvo sobre el frotis durante 2 minutos (Resultado: las
células Gram positivas-Se ven de color violeta y las Gram negativas de color rosa).
La tincidn de las célulasbacterianas se observd en microscopio 6ptico iniciando con
objetivo de 10X. Finalmente_sobre el porta objetos se colocé una gota de aceite de

inmersion para examinar con.objetivo de 100X (Figura 3.5).

s_ig_lt.lrla 3.5. Analisis de la tincion de bacterias en«tin microscopio binocular biolégico con camara
igital.

Morfologia celular: E morfologia celular de las cepas aisladas se analizd por
microscopia electrénica de barrido, la preparacion de las muestras consistié en
suspender cada cepa en agua destilada estéril y centrifugar a 3500,rpm durante 10
min, posteriormente se elimind el sobrenadante y se centrifugd Nevamente,
repitiendo este procedimiento cinco veces para lograr una limpieza adecuada de las
bacterias, consecutivamente el contenido de cada tubo se filtré en papelfiltro de 0.2
pm, el filtrado se fij6 con OHC(CHz)sCHO (glutﬁnldehido) y se deshidraté con
diluciones progresivas de etanol al 30, 50, 70, 90 y 100%, se colocaron sobre cinta
de carbono de doble cara en un portamuestra, se metalizaron con una bagé\

ultradelgada de oro y se observaron en condiciones de alto vacio en un microscopio
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electrénico de barrido JEOL Modelo 6010-LA (Holmes et al.,, 2004a). Para el
procesamiento de imagenes se utilizo el Software InTouchScopeTM.

3.1.4 Pruebas bioquimicas y fisiologicas de cepas bacteriana

La caracterizacién fenotipica de cada cepa baceteriana fue realizada mediante el
sistema de galerias ‘comerciales APl 20E y 50 CH (Biomérieux-Francia, 2017)
(Figura 3.6). estas galerias constan de microtubos que contienen sustratos
deshidratados. Antes(de iniciar las pruebas cada aislado fue precultivado en caldo
nutritivo bajo condiciones” aerobias a 30 °C (Subba, 2009) y las pruebas se
realizaron de acuerdo adas instrucciones del fabricante. Las pruebas fueron las
siguientes: catalasa, oxidasa, reduccion de nitratos, ureasa y ensayos de
asimilacion de Manosa, sorbitol,”arabinosa, ramnosa, ribosa, glucosa y sacaraosa.

=3

‘Avwwurarre

——= ——

Figura 3.6. Galeria del Sistema API 20-E para la identificacion fenotipica.

3.1.5 Identificaciéon por secuencia de ADN

El ADN gendmico de cada cepa se aisld usando el kit_de extraccion ZR-
Fungal/Bacterial DNA Miniprep (D605). Para la amplificacion/ del fragmento
correspondiente al gen 16s del RNA (V3-V5) se utilizaron los cebadores 16sV3-V5F-
TACGGRAGGCAGCAG- y 16sV3-V5R-CCGTCAATTCMTTTGAGTTT.. Cada
reaccion de PCR contenia 200 uM de Desoxiribonucledétido trifosfato, 0.2 uM de
cada cebador (Mytag Pol-Bioline). La amplificacion se llevd a cabo~en el
termociclador C1000 Touch Thermal Cycler (BIORAD) usando las siguientes
condiciones: un ciclo de desnaturalizacion de 3 minutos a 94 °C; 35 cicﬁ, cada uno

de los cuales constaba de tres fases: un paso de desnaturalizacién de 30 segundos
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a 94 2C, anillamiento de 30 segundos a 55 °C, elongacion de 60 segundos a 72 °C
y un~eiclo de extension final de 5 minutos a 72 °C. Una vez terminado el proceso de
amplificaciéh se tomaron 2 pL de cada reaccidon y el producto resultante fue
analizado jmediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 % (Sigma A9539)
tefido con 'Midori Green Advanced (Nippon Europe Genetics) y se visualizd
mediante luz UV Los productos de PCR fueron purificados mediante el kit Wizard
SV gel and PCR Clean-Up System (Promega). La secuenciacion de los productos
PCR fue desarrollada-por Macrogen In. Corea en Seul, Corea del Sur usando un
secuenciador capilar automatizado ABI3730 XL (Applied Biosystem).

Las secuencias se-aanalizaron en el secuenciador del software GeneCodes Version
5.4. Estas fueron comparadas.con las secuencias disponibles en la base de datos
de nucledtidos del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI) utilizando
la herramienta de busqueda local BLASTn (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/).

3.1.6 Crecimiento de Cepa'BSC=2 a diferentes pH’s

La capacidad adaptativa de la cepa‘se evaluo por.triplicado en placas que contenian
agar nutriente con pH de 5, 6, 7 y 8. Antes de esterilizar el medio el pH fue ajustado
con HCI (1M) o NaOH (1M). De una placa que contenia la cepa aislada se adiciono
1 mL de agua destilada estéril y con un‘asa de plating fue desprendida. Después
ésta se adiciond a un tubo que contenia 9 mL de agua destilada estéril, la
suspension se diluyd en series y de la sexta dilucion e tomé 0.1 mL que fue

colocado en la placa Petri que contenia agar nutriente (Le et al., 2015).

3.2 Etapa ll. Evaluacidn de la eficiencia de B. subtfillis BSC-2'en la remocion
de la DQO

3.2.1 Preparacion de los microorganismos

El aumento de la biomasa bacteriana de cada cepa fue obtenida a traves./de la
fermentaciéon en medio liqguido a condiciones aerobias, para esto en ambiente
axénico se tomod una placa Petri que contenia a la cepa aislada y con el asa
bacterioldgica se extrajo la biomasa, después se coloco en el caldo nutritivo que
contenia por cada litro de agua, 8 g de extracto de carne. La fermentacion se
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mantuvo por dos dias a temperatura de 37 °C. Posteriormente la biomasa celular
se separo del caldo por centrifugacion a 5000 rpm por 30 minutos. Después fueron
lavadasCon“solucion buffer de fosfato de 50 mM a pH de 7.0. La biomasa lavada se
suspendié/en-10 mL de solucién buffer de 50 mM para después ser inoculada en

los tratamientos.

3.2.2 Diseiio experimental para evaluar la degradacién de la materia

organica en agua residual sintética

La optimizacion de los factores pH y TRH se realizé mediante el establecimiento de
un disefio factorial completo _de tres niveles (3x3). Las graficas de superficie de
respuesta y de contorno fueron’ usadas para estudiar la interaccion entre los factores
y su efecto sobre la variable respuésta. Las variables independientes fueron el pH
(X1) y el TRH (X;). Los niveles de las\factores fueron codificados como bajo, medio
y alto (-1, O y +1, respectivamente). 'Un total de 9 tratamientos fueron requeridos
para analizar la interaccion de cada nivel sebre la variable respuesta (Tabla 3.2). La
variable respuesta o dependiente, fue, el % ‘de-temocion de DQO (Y) y el promedio
de tres replicas fue analizado mediantesel analisis de regresion multiple usando el

siguiente modelo polinomial de segundo grado (Ee” 3.1) (Myers et al., 2016).

Y= By + I, BiXi+ I Bu XE+ i B XXyt Ec. 3.1

Donde, Y es la variable respuesta, X; y X; son las variables independientes (i =1
hasta j), B, es el coeficiente constante, f;, B;; y Bj; son los coefiCientes del término

lineal, cuadratico y de interaccidon respectivamente y e; es el error. El disefio

experimental fue analizado mediante el software MINITAB® Release 14.12.0.
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Tah@ Variables y sus niveles del disefio factorial completo 3? para remocion de DQO.

“ Variables independientes

“Niveles pH TRH
jo (-1) 6.5 10

M w 7 20

Alto (+1) . 8 30

Variable dependiente: % de remocion de DQO

*
El porciento de re@ de la DQO fue calculado con la siguiente ecuacion 3.2.

. DQO,— DQO
)% remocion = ("7(
DQO,

)x 100 Ec. 3.2

Donde DQO, y DQO; son Ta@entracién (mg/L) de la demanda quimica de oxigeno
inicial y final respectivamente. Q-
)

3.2.3 Establecimiento de unidao@gperimentales

Cada unidad experimental co un myz Erlenmeyer de capacidad nominal de
500 mL que contenia 250 mL d re

de 3000 mg/L. (Pradeep, et al., 20 tf\ c fa por cada litro de agua: sacarosa

(2.50 g), (NH4)2S0s4 (0.125 g), KzHPOAEags g),@‘EPm (0.050 g), (NHs)HCO3 (0.50

g), NaHCOs3 (4 g), KHCO3 (4 g) y extra le (0.025 g), posteriormente se
regulo el pH segun el arreglo experimental,.despuésQ:‘steriIizaron en autoclave a

| sintética con concentracion de DQO

121 °C en 15 Ibf in? y una vez estériles se les adiciond 1 de inéculo que contenia

el consorcio de microorganismos (Figura 3.7). @

Figura 3.7. Preparacion y establecimiento de unidades experimentales para bioensayo. (o
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Una_véz montado el experimento se tomaron muestras cada hora para determinar el
crecimiento bacteriano siguiendo el aumento de la densidad optica a 600 nm en
espectrofotémetro GENESYS 20, Spectronic USA. La densidad dptica es convertible
a la congentracion celular como unidades formadoras de colonias (UFC/mL):
UFC/mL = (DO, — 0.0112)/6x107 (Anexo A).

La demanda quimica, de Oxigeno (DQO) en mg/L se determind de acuerdo a las
rutinas analiticas propuestas por la NMX-AA-030/1 (SCFI, 2012). En este analisis
las muestras y las soluciones para la curva de calibracion (Anexo B) se digestaron
en termorreactor a 150.°C por dos horas. Después fueron llevadas al
espectrofotdmetro UV-vis para obtener las lecturas de absorbancia a 600 nm (Figura
3.8).

Figura 3.8. Analisis de DQO en unidades experimentales.

3.3 Etapa lll: Evaluacién de capacidad electrogénica de B. subtillis BSC-2
3.3.1 Construccion de celda de combustible microbiana

Por triplicado se construyé una CCM de doble camara modificada a partir de Logan
(2008) operada en modo batch (Figura 3.9). Las camaras fueron construidas a partir
de botes de polipropileno (PP5) de 900 mL de capacidad. Ambas camaras‘se’unieron
por medio de un puente de PVC-C conectado a una tuerca unidn del mismo“material,
esta contenia una membrana de intercambio de protones Nafion 117 de “lchyde
diametro. Para evitar fuga en ambas camaras se utilizaron tuercas de PVC-C con
empagques de caucho de 1.3 cm de diametro. El anodo se mantuvo en condiciones

anaerobias y el catodo en condiciones aerobias, para proveer oxigeno disuelto al
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electrodo. Los electrodos fueron conectados mediante un alambre de aleacion cobre-

aluminio.a través de una resistencia para cerrar el circuito.

Figura 3.9. Esquema de la CCM de doble'camara. 1) Camara anodica; 2) Camara catodica; 3) MIP;
4) Anodo; 5) Catodo; 6) toma de muestra; %)"Entrada de fluido; 8) Entrada de aire; 9) Entrada de
fluido; 10) Venteo atmosférico; 11) Tablero del circuito; 12) Resistencia externa; 13) Multimetro; 14)
Salida de fluido.

3.3.2 Electrodos
3.3.21 Anodo

El anodo fue fieltro de grafito (Fuel Cell, Inc., USA)de/8 cm de didmetro por 1 cm
de espesor. Para remover residuos organicos e inorganicos éste fue sumergido en
una solucion de H2SO4 1M por 24 h y después en una solucién de NaOH 1M por 3
h (Liu et al., 2010). Finalmente se lavé con agua desionizada-estéril varias veces
hasta alcanzar un pH neutro (Figura 3.10). Este fue sujetado mediante un alambre
de aleacion cobre-aluminio y se colocd dentro del compartimiento angdico en la
celda. Después fue sujetado por un caiman que fue cubierto con un material epdxico
para evitar su corrosion. A este electrodo no se le aplicé ningun catalizader, ya que
esa funcion la llevaron a cabo los microorganismos de B. Subtilis suministrados en
el compartimiento anddico de la CCM.
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Figura 3.10. Limpieza e instala:;ye electrodo de fieltro de grafito para camara anddica.

3322 Catodo Q.
)

El catodo fue de tela de carbon de@ 5 cm (40% Pt, 0.3 mg/cm?) (Fuel Cell, Inc.,

USA). Antes de su uso se reti rorﬂ'a% impurezas manteniéndolo sumergido en

acetona por 24 horas, despu@

(Madani et al., 2015) (Figura 3.®—Un a@)bre de aleacion cobre-aluminio fue

adherido al electrodo con resina epoxica+con iva y posteriormente fue colocado

dentro del compartimiento catéddico en I(OCM. ?és fue sujetado por un caiman
u

lav on abundante agua desionizada estéril

gue fue cubierto con una resina epodxica @ond wara evitar su corrosion.

Figura 3.11. Limpieza de electrodo de tela de carbén 40% Pt, 0.3 mg!cm2 para camara ané&%\
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3.3.37Membrana intercambiadora de protones

La MIP-Nafion 117 (Fuel Cell inc., USA) es una pelicula de 183 micras de espesor,
reforzada“a,base de un copolimero de PTFE (teflén)/Acido perfluorosulfénico. Su
estructura“molecular posibilité la absorcion de agua, una vez himeda condujo
selectivamente-ibnes de carga positiva bloqueando los iones de carga negativa.
Para usar la MIP) fue' necesario activar los canales sulfénicos (Mansoorian et al.,
2013) (Figura 3.12). Esta fue sometida a un bafio ultrasénico (BRASON 2510) en
acetona durante 30(minutos. Transcurrido este tiempo se enjuagd con agua
desionizada, y después'se‘coloctd en una solucion de perdxido de hidrogeno al 3%,
a punto de ebullicion dufante 30 minutos. Después se enjuagd con agua
desionizada, y posteriormente_se- llevd a temperatura de ebullicion en agua
desionizada, esto se realizd dos.«weces (cambiando el agua desionizada para la
segunda ebullicion). Posteriormente la membrana se paso6 a una solucion de acido
sulfurico (H2S04) de concentragcion 1'M y se llevd a calentamiento a 80°C por una
hora. Después, la membrana se_mantuvo en esa misma soluciéon durante 24 horas,
finalmente se enjuagd. Una vez realizada_este. procedimiento, la membrana se
ensamblo en la celda de combustible microbiana;-colocandola en el centro del tubo
gue conecta ambos compartimientos.

BRANSON

Figura 3.12. Preparacion de la membrana Nafion 117 para su utilizaciéon en la CCM.
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3.3.4" Electrolitos
3.3.4.1 Anolito

El anolito de la CCM se esterilizé en autoclave marca FELISA a 121 °C durante 20
minutos a 18 Kg/cm®. Este consistié de 700 mL de agua residual sintética de la
industria azucarera [Contenido por litro: sacarosa; 2.50 g, (NH4);SO,; 0.125 g,
KoHPOy; 0.065 g; KH2PO4; 0.050 g, (NH4)HCO3; 0.50 g, NaHCO3; 4 g, KHCOs3; 4 g,
extracto de levadura;0.025 g] (Pradeep, etal., 2014) y 150 mL de solucion bufer 50
mM de K;HPQ,. El pH-fue.ajustado con soluciones de NaOH 2M y H,SO,4 1M segun
el disefio experimental que posteriormente se indica.

En condiciones asépticas” 1'mL de solucion que contenia la cepa B. Subtilis
(Apartado 3.2.1) fue inoculado~en la camara anddica. La densidad optica inicial
alcanzada en la camara fue de 0.006 de absorbancia (600nm de DO) que
corresponden a 37x10° UFC/mL. Finalmente, la cdmara se sellé y para facilitar la
toma de muestra se colocé_en la superficie de la camara una pipeta Pasteur
adaptada con venoclisis como s€ muestra;en.la Figura 3.9.

3.3.4.2 Catolito

El catolito consistid de 600 mL de solugion buffer-82. mM (pH 6.3) propuesta por
Madani et al. (2015). Este se mantuvo’ aireado “continuamente mediante un
compresor con el fin de mantener oxigeno disuelto eh la camara. Y para evitar
contaminacion por microorganismos hacia la camara, el compresor fue conectado

a un filtro microporo (0.22 um) (Figura 3.13).
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Figura 3.13. Preparacion de catolito.e instalacion de camara catodica.

3.3.5 Diseino experimental

El pH y la resistencia externa son factores que pueden afectar el rendimiento de la
CCM, ya que no solo aseguran el crecimiento del microorganismo sino también el
movimiento de protones. En eSte estudio,para encontrar los valores adecuados de
pH vy resistencia externa se usd un\disefio_factorial completo de tres niveles. Los
graficos de superficie de respuesta.se usaron’para estudiar la interaccion de los
factores entre las variables. Las variables.independientes fueron el pH anddico (X;)
y la resistencia externa (X,). Para las dos variables’independientes se codificaron
tres niveles bajo, medio y alto (-1, 0 y* +1, respectivamente). Un total de 9
tratamientos fueron requeridos para analizar la interaccion de cada nivel sobre la
variable de respuesta (Tabla 3.3). La variable de respuesta‘evaluada fue la densidad
de potencia (Y) y se analizé mediante analisis de regresionfactorial multiple
utilizando el modelo de segundo grado de la ecuacion 3.3, que se describe como

sigue:

Y=Bg +B1 Xy + BoXo+Br Xy Xo+ By Xi+ By X5+ ¢ Ec. 3.3

Donde, Y es la densidad de potencia e indica el efecto cuantitativo de las variables
independientes X; y X,. B, es el intercepto mientras, ;- f,, representan“los
coeficientes de regresion del sistema. Los efectos principales X; y X, representan
el valor promedio de cambiar el factor uno a la vez, X, X, representan los términos
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de intéraccion y los términos polinomiales X? y X? son usados para evaluar la no
linealidad y e; es el error aleatorio. Para identificar los términos significativos, en el
modelosCompleto se descartaron los términos que tuvieron un valor de p > 0.05 y
después se-generd el modelo reducido. El disefio estadistico experimental fue
analizado mediante el software MINITAB® Release 14.12.0.

Tabla 3.3. Variables ¥ suswniveles del disefio factorial completo 3 para el sistema de CCM.

Variables independientes

Valor codificado pH Resistencia ((2)
bajo (-1) 7 47

Medio (0) 8 100

Alto (+1) 9 220

Variable dependiente: densidad de.potencia [mW.-"mz)

3.3.6 Calculos y mediciones analiticas
3.3.6.1 Determinacion de la poblacion de B. Subtilis

El crecimiento bacteriano fue detérminado siguiendo el aumento de la densidad optica
a 600 nm en espectrofotémetro GENESYS 20,Spectronic USA. La densidad dptica
obtenida es convertible a la concentracion celular-como unidades formadoras de
colonias (UFC/mL): UFC/mL = (D0goo = 0:0112)/6%107. En el Anexo A se muestra
la curva patrén con la que se estimé la poblacion de B'stbtillis en UFC/mL.

3.3.6.2 Determinacion de Azucares

La fuente donadora de electrones en las CCM’s es el combustible o el sustrato
organico y este influye en el rendimiento de las CCM's.

En la camara anddica, la concentracion de azlcares fue determinada mediante el
método fenol-acido sulfurico usando sacarosa como estandar (Dubios_ et al., 1956)
(Figura 3.14).

Las muestras preparadas fueron leidas en absorbancia a 490 ¢hm en
espectrofotometro marca GENESYS 20 Spectronic y simultaneamente) fue

preparada una curva patron (Anexo C).
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La preparacion de la muestra fue la siguiente:

1. 1.mL de cada muestra se coloco en tubos de ensaye de 20 x 150 mm marca
KIMAX:
2. Posteriormente 0.6 ml de solucion de fenol cristal al 5% se agregaron al tubo

gue contenia la muestra.
3. Seguidameénte _se le adicionaron 3.5 mL de H,SO, concentrado.
4. Las muestras-se dejaron reaccionar durante 20 min y después fueron leidas

en espectrofotdmetro.a 490 nm.

Figura 3.14. Reaccion de aztcares por el méetodo fenol-sulftrico a) Para la curva patron de azlcares
totales y b) Azucares totales de unidadesiexperimentales.

3.3.6.3 Determinacion de la DQO

En la camara anddica, la DQO (mg/L)) fue analizada mediante el método
colorimétrico por reflujo cerrado como sé menciona.en los métodos estandar
establecidos por la NMX-AA-030/1 (SCFI, 2012). Las muestras liquidas fueron
centrifugadas a 8000 rpm por 5 minutos y el sobrenadante fue usado para la
medicion de la DQO. La eficiencia en la remocion de la DQO fue calculada mediante
la ecuacion 3.2, mencionada en el apartado 3.2.3.

3.3.6.4 Calculo de la eficiencia Coulombica

La eficiencia couldmbica se define como la fraccion de electrones recuperados
como electricidad que se obtienen a partir de la remocion de un sustrato
determinado. Esta fue calculada con la siguiente ecuacién 3.4. (Logan et al., 2006).

B Jy1at
" nvF(DQO—-DQOY)

Ec. 3.4

55




La eficiencia couldombica se obtuvo determinando el area bajo la curva de la grafica
de corriente ‘eléctrica en funcion del tiempo de operacion de la CCM. En este trabajo
el area bajo.a curva se calculd aplicando el método del trapecio (Anexo C).

3.3.6.5 Calculos de parametros eléctricos

El potencial de celda (E en volts) del sistema fue medido usando un multimetro
digital (aplabvc97).

La densidad de corriente se determino a través de la férmula propuesta por Logan
et al. (2006):

DI = Ec. 3.5

I
A
Dénde, DI es la densidad de corriente, | es la Intensidad de corriente que fue
calculada a partir de la ley de ohm (£.=V,cp1/Roxt)-

La intensidad de corriente se ealculd con la.siguiente formula:
Vv

= Ec. 3.6

7 Rext

Ddénde, V es el voltaje y Ry resistenciay,externa, /A es area del anodo (en este
estudio fue de 0.0126 m?).
La densidad de potencia se obtuvo a través de la formula propuesta por Logan et
al. (2006):

P

DP =— Ec. 3.7
A

Ddénde, DP es densidad de potencia, P es potencia (P = [V) y'A’es area del anodo.
Con base en la curva de polarizacion la resistencia interna (R;) desla CCM fue
estimada mediante ecuacion (3.8) obtenida del ajuste lineal de las perdidas 6hmicas
(Logan, 2008):

Veem = Vvca — IR; Ec. 3.8

Doénde, V... es voltaje a circuito abierto el es la corriente obtenida bajo la

resistencia.
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3.3.77Analisis de biopelicula electroactiva
3.3.7.1 Microscopia de barrido electrénico

Con el prop6sito de detectar la formacion de una biopelicula sobre el electrodo se
realizé lo sigUiente: Las muestras para SEM fueron preparadas de acuerdo al
método descrito por Baranitharan et al. (2015) modificado en este trabajo. Partes
del electrodo de fieltro (0.5 x 0.5 cm) se extrajeron de la camara anddica y se lavo
con agua destilada” estéril, inmediatamente se fij6 con OHC(CH2)3:CHO
(glutaraldehido) al 2%~ Después las muestras se sometieron a deshidratacion en
serie usando concentraciénes crecientes de etanol (10, 20, 30, 50, 75, 90 y 100 %)
durante 30 minutos para cada concentracion de etanol y luego se secaron a
temperatura ambiente. Después las muestras secas se colocaron sobre una lamina
de papel aluminio (0.5 x 0.5 cm)¥ se observaron en condiciones de bajo vacio en
un Jeol SEM JEM 7401 operado a 5KV. para el procesamiento de imagenes se
utilizo el Software InTouchScopeTM. El analisis elemental fue obtenido de tres
puntos en donde se observo la mayor presencia de la biopelicula.

3.3.7.2 Cuantificacion y cinética de formacion de biopelicula

Cuando el voltaje de salida de la CCM sefmantuvo estable, el anodo fue extraido de
la camara anddica y se coloco en tubos para centrifuga, que contenian 10 mL de
agua destilada estéril. Estos se agitaron vigorosamente hasta obtener la suspension
de células. La suspension se diluyd en serie con agua destilada estéril e
inmediatamente fue sembrada sobre placas que contenian agar nutriente. Después
se mantuvieron en incubadora por 72 h a 28 °C para obtener ehnumero total de
bacterias adheridas sobre el electrodo (Luo et al., 2015). Finalmente; mediante el
modelo Maltusiano [X(t) = Xgexp (ut)] que se describe en el apartado 2.8.1 se

determind la tasa especifica de crecimiento.
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3.3.73 Analisis por espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier (FT-IR)

El analisis FT-IR se realizé a la primera hora y 20 horas de establecido el
experimento. Las muestras de electrodos se prepararon secandolas en horno a 120
°C durante toda‘la noche. Después de colocaron en un desecador hasta alcanzar
temperatura ambiente. Seguidamente, con cuidado se fue desprendiendo la
biopelicula de la superficie del electrodo, después se mezcld con KBr (sigma Aldrich
grado FT-IR) al 1 % _en peso de la muestra. Posteriormente se analizé en un
espectrometro FT-IR Shimadzu modelo IRAFfinity-1, en un intervalo de 750-4500
1/cm, a una resolucion«de 2/cm y 40 escaneos. Los datos obtenidos fueron

procesados con el software IrsolutionTM.

3.3.7.4 Voltamperometria ciclica

Para elucidar el mecanismo-de transferencia de electrones de B. Subtilis se
establecieron tres condiciones“estas fueron: 1) solucién anddica con biomasa y
biopelicula sobre electrodo, 2) sebréenadante, ,que fue obtenido al centrifugar la
solucion anodica (10,000 rpm por 10.minutos){ Ademas éste fue filtrado mediante
membrana de 0.22 ym para separar la biomasa. Y 3) un control que consistio de un
medio fresco estéril. La voltametria ciclica fue' realizada en Potenciostato-
Galvanostato AUTOLAB modelo PGSTAT 128N. El volumen de trabajo de la celda
electroquimica (Figura 3.15) fue de 60 mL. Como electrgdo de trabajo se uso el
electrodo de grafito con 6.28 cm?® de area sumergida. E| contraelectrodo fue una
malla de platino estéril de 5 cm de largo por 0.5 de ancho y el electrodo Ag/AgCl fue
usado como electrodo de referencia, éste se lavé previamente, con agua
desionizada estéril. Las mediciones se realizaron a las 20, 45, 64 y_88 horas de

ablecido el bioensayo. Los parametros de medicion fueron: potencial hicial de -
g V a potencial final de 0.8 V, velocidad de escaneo 50 mV/s, numero de
segmentos de 20 (Lui et al., 2010, Luo et al., 2015).
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Figura 3.15. Analisis de voltampeéﬁna ciclica de analito.
3.3.8 Modelos cinéticos para t.(@r;nto microbiano y consumo de

sustrato en tratamiento op

El estudio de la curva de cl@nto ?enano y del consumo de sustrato es
fundamental para cuantificar o m arelco portamlento de un microorganismo
en biorreactores para el tratamlentn'feag esiduales. En este estudio se aplico
el modelo de Gompertz (Ecuacion 3.9)"ya q ha aplicado ampliamente por
describir la forma sigmoidea asimétrica@ creci 0 microbiano con precision
estadistica en comparacién con otras funciones sigp s (Gil etal., 2011, Liu et
al., 2017). %

LogN = A + Cexp{—exp[—B(t — M) Ec. 3.9

onde:

Log N es el logaritmo decimal de los recuentos microbianos (Iog wx al tiempo

t; A es el logaritmo de los recuentos asintéticos cuando el decrece
indefinidamente (aproximadamente equivale al logaritmo de los nivel les de
bacterias) (log (UFC/mL); C es el logaritmo de los recuentos asintético do el
tiempo se incrementa indefinidamente (es el numero de ciclos log de cre to)

(log (UFC/mL); M es el tiempo requerido para alcanzar la maxima veloci (de

crecimiento (h); B es la velocidad de crecimiento relativa al tiempo M (1/h). De esl@
*




parametros se deriva la velocidad especifica de crecimiento (u = B(C/e),e =
2.7182) [Log (UFC/mL) /h].

Los modelos~cinéticos para determinar la tasa de consumo del sustrato fueron:
modelos de'ceto, primer y segundo orden (Sarioglu y Goékcek, 2016). Los datos
fueron ajustadas'a cada uno de los modelos y los parametros cinéticos fueron
considerados con'base.en la verificacién del coeficiente de determinacion (R?) de
cada modelo ajustado=Las ecuaciones son las siguientes:

En modelos de orden ceto la concentracion del sustrato es directamente
proporcional al tiempo traseurrido, por lo que el valor de k, puede obtenerse

trazando (S,) frente a tiempo'(horas) en la ecuacion 3.10.
St - 50 - kot EC 310

Para modelos de primer _ordenn la concentracion del sustrato decae
exponencialmente con el tiempo.El valoride k, puede obtenerse trazando (LnS,)

en funcién del tiempo (horas) en la‘ecuacion 3<11.
S, =S, ekt Ec. 3.11

En modelos de segundo orden el valor dé k, puede obtenerse trazando (1/S;) en

funcion del tiempo (horas).

1 1

S—L=§+k2t Ec. 3.12
Donde: S, es la concentracion del sustrato a un tiempo t (g/l),\ S, es la
concentracion inicial del sustrato a un tiempo t, (g/L), t es el tiempo (h){ky'es la tasa

de consumo del sustrato de orden cero (g/L h), k, es la tasa de consumo del

sustrato de primer orden (1/h) y k., es la tasa de consumo del sustrato de segundo
orden (L/g h).
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3.4 _Etapa IV: Evaluacion de la eficiencia en dos configuraciones de CCM
3.4.1 _Remocion de la DQO y produccién de electricidad en CCM-Uy CCM-D

Recientemehte las CCM han llamado la atencién como una nueva tecnologia,
porque el tratamiento de aguas residuales y la produccion de electricidad son
simultaneos. Tao.et al. (2015) menciona que la remocion de contaminantes esta
influenciada por eLtipo de configuracion.
En esta investigacion’un sistema de una sola camara y de doble camara fueron
usados para evaluar la eficiencia en la remocién de la DQO vy la produccion de
electricidad a partir de agua residual sintética.
El disefio experimental fué completamente al azar, con un total de 2 tratamientos
por triplicado.
El factor o variable independiente fue el tipo de configuracion de CCM (l) y las
variables dependientes (Y) fueron: el pbtencial generado a circuito abierto (mV), la
densidad potencia (mW/m?), laéficiencia coulémbica (% EC) y el % de remocién de
DQO.
El analisis de los datos obtenidos/se realizé! mediante el modelo estadistico
siguiente:

Yij=u+l+¢€; i=1,23,t j=1,23..r Ec.3.13

Donde, Yj; es la variable respuesta en tratamiento i, répeticion j, u es la media
general, I; es el efecto del tratamiento i, €;; es el error aleatorio; €;;~ N (0, a?).

El ANOVA de una-via fue aplicado con el fin de comparar las variables
dependientes. El analisis de medias fue realizado con la pruebalpest-hoc de Tukey
para determinar las diferencias significativas individuales. Las significancia
estadistica se establecié6 como p < 0.05 y el Software estadisticoutilizado fue
Minitab ExpressTM 1.5.0.

La DQO vy la eficiencia coulémbica fueron de determinadas como se meneiono en
los apartados 3.3.6.3 y 3.3.6.4.

Las curvas de polarizacion para cada configuracion de celda fueron obtenidas

variando la resistencia externa desde 4700 hasta 47 Q. La resistencia interna de
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cada.CCM fue obtenida a partir de la pendiente de la curva de polarizacion mediante
un ajuste lineal (Logan, 2008).

3.4.2 Construccion de dos configuraciones de CCM

Los sistemas:de’€CM de una camara (CCM-U) y de doble camara (CCM-D) (Figura
3.16) fueron hechas<de acrilico Plexiglas de 3mm de espesor. La CCM de una
amara con catodo/exptesto al aire (Call y Logan, 2004), consistio de una camara
%:zontal cilindrica {a@podo) de 10 cm de largo por 10 cm de diametro con un
volumen de trabajo de 700°'mL.
La CCM de doble camara(anadica y catodica) consistio de dos camaras cilindricas
horizontales de 10 cm de largo per 10 cm de diametro (Logan et al., 2006). El
volumen de trabajo de cada camara-fue de 700 mL.
Las camaras estuvieron separadas por una membrana intercambiadora de protones
Nafion 117, pelicula de 183 um«La distancia de separacién entre las camaras fue
de 0.5 cm. Laminas de silicon fueron usadas con el fin de evitar fugas del electrolito.
En la parte superior de la camara‘anodica se coloco una toma de muestra utilizando
pipetas Pasteur adaptadas con venoclisis, para-facilitar la toma de muestra por
medio de una jeringa de 5 mL. lla camara-catédica se mantuvo aireada
continuamente a través de un compresor. Y pdra) evitar contaminacion por
microorganismos en la camara catédica, el compresor_fue conectado a un filtro
microporo de 0.22 um.
La preparacion de los electrodos, la MIP y los electrolitos se_realizaron como se
menciono en los apartados 3.3.2, 3.3.3 y 3.3.4, respectivamente.
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Toma de muestra
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salida
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Figura 3.16. Esquema de la celda%?eldas de combustible microbianas a) CCM-U con catodo
expuesto al aire. b) CCM-D.
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CAPITULO IV
RESULTADOSY'DISCUSION
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| RESULTADOS Y DISCUSION
Caracteristicas fenotipicas y genotipicas de aislados bacterianos

.1" Caracterizacion fenotipica

El aislami acterias se llevd a cabo en el medio de cultivo agar nutriente, donde
la caracteri macroscopica a nivel cepa permitid observar dos cepas
codificadas co /CC-1 y BSC-2. Las colonias de estas cepas presentaban formas
circulares e irregullanquecinas, redondas y onduladas, de elevacion plana y

convexa (Figura 4.1, @ 4.1).

oI,

Figura 4.1. Colonias de bacterias encontradas e sidn@ la industria azucarera. a) Cepa

BCC-1y b) Cepa BSC-2. . %

Las células fueron Gram-positivas y las micrografias mue@r que las bacterias
tienen forma oval con longitudde 1.2a14umy1.4a 1.6 um las cepas BCC-
1y BSC-2, respectivamente (Figura 4.2). ®

A

%
(%\

‘©

*
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Figura 4.2. Tincion de Gram (superior).y'micrografias SEM (Inferior), para a) Cepa BCC-1 y b) Cepa
BSC-2.

Tanto la cepa BCC-1 como BSE-2 fueron positivas a las pruebas de catalasa y
reduccion de nitratos. La cepa BSC-2 puede fermentar manosa, sorbitol, arabinosa,
ramnosa, ribosa, glucosa y sacarosa. Lalcepa BCC-1 puede fermentar ribosa,
glucosa y sacarosa. Pero ésta no puedé fermentar manosa, sorbitol, arabinosa y
ramnosa (Tabla 4.1).

Won (2015) y Petersohn et al. (2001) reportan que las bacterias del género Bacillus
son Gram-positivas, reducen nitratos, son positivaS a catalasa y presentan
longitudes desde 1 hasta 10 um. Las caracteristicas fenotipicas mostradas en la
Tabla 6.1, indican que las cepas BCC-1y BSC-2 pertenecen al género Bacillus. Sin
embargo, debido a la diferencia en la fermentacion de carbohidratos, se pudo decir
gue son dos especies de Bacillus.
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Tabla'4.1. Caracteristicas fenotipicas de cepas bacterianas.

Caracteristicas BCC-1 BSC-2
Forma Circular Irregular
Color Blanquecina Blanquecina
Borde Redondo Ondulado
Elevacion Convexa Plano
Consistencia Viscosa Seca y aspera
Caracterfsticas microscopicas 1.2-1.4 pm 1.4-1.6 pm
Catalasa + +

Oxidasa - -

Nitrato + +

Manosa - +

Sorbitol - +

Arabinosa - +

Ramnosa - +

Ribosa + +

Glucosa + +

Sucrosa + +

4.1.2 Caracterizacion genotipica

El producto de amplificacion que se obtuveeon Ios iniciadores 16sV3-V5F y 16sV3-
V5R fue de 579 pb. La comparacion de la secuencia desnucledtidos de la cepa BCC-
1 mostré 99 % de similitud con la secuencia de Bacillus'cereus (KX170761.1). La
cepa BSC-2 presentd un 99 % de similaridad con la secuéncia de Bacillus subtilis
(GQ392049.1). Estas similitudes son reportadas por el Banco de Genes del
National Center for Biotechnology Information (NCMI, 2016). Por/lotanto, las cepas
BCC-1 y BSC-2 fueron designadas como B. Cereus y B. Subtilis, respectivamente.
Sin embargo, debido a que B. cereus es considerada por la Food“and Drug
Administration (FDA) como organismo patdgeno (Tallent et al., 2012) .su uso fue
descartado en este trabajo. Por lo tanto, B. subtilis fue seleccionado ya gue es
ampliamente utilizado en la industria alimentaria y farmacéutica (Zhu et al., 2015).
La secuencia obtenida de B. subtilis se registr6 en el Banco de Genes con el numero
de acceso KY508314.
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4.1.3 Efecto del pH sobre el crecimiento de B. subtilis BSC-2

Aunque“las bacterias B. subtilis son conocidas por su capacidad para resistir a
condiciopés,ambientales estresantes (Wong, 2015), el pH adecuado para el maximo
crecimiento de, la especie fue a un pH neutro (Figura 4.3). Madigan et al. (2012)
reporta que ‘el-€recimiento de los microorganismos es dependiente de diversos
factores como: les nutrientes, las condiciones ambientales y fisiologicas como el pH,
y que el pH adecuado.para el desarrollo de los microorganismos es cercano a la
neutralidad.

En este estudio el analisis.de varianza demostré que existen diferencias estadisticas
significativas (Tukey, p <0:05)-en el crecimiento de B. subtilis a diferentes pHs. La
mayor poblacién con 163 x 10° UFC/mL se registré cuando el pH fue 7. Cuando el
pH se mantuvo en 8 la poblacion fde de 52 x 10° UFC/mL. En el medio &cido a pH
de 5 y 6 la poblacion fue baja ya que solo se encontré el 2 % de la poblacion respecto
a las que se encontraron a pH de#7. Por lo tanto, el pH neutro favorece el crecimiento
de B. subtilis.

18000000

16000000 -

o

14000000 +
12000000 A
10000000 +

8000000 +

UFC/ mL

6000000

Ho

4000000

2000000 A

c

0 T 1 T 1
pHS pHE& pH7 pH8

Niveles de pH

Figura 4.3. Poblacion de B. subtilis BSC-2 a pH's de 5, 6, 7 y 8. Barras con misma letra son
estadisticamente iguales.
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4.2 Influencia del pH y el tiempo en la remocion de la DQO

El analisis de varianza (ANOVA) fue aplicado para estimar la significancia del
modelo, el'modelo cuadratico es estadisticamente significativo para la variable de
respuesta’(%.de remocion de DQO). El valor de F de Fisher es calculado a partir de
la varianza debido a la fuente de regresion con respecto a los residuos. La prueba
de Fisher mostrd un*valor mayor con respecto al valor critico, indicando que el
modelo es altamente significativo con un valor de significancia de 0.000 (Tabla 4.2).
Los efectos principales de los factores X; (pH) y X; (TRH) no fueron
significativamente influyentes sobre el % de remocién de DQO en razén al p valor
de 0.914 y 0.086, respectivamente. Sin embargo, si existe un efecto altamente
significativo sobre la variable respuesta debido al término de interaccion (X1*Xz2) y a
los términos cuadraticos de los factores X12 y X22, con un p valor de 0.000, 0.006 y
0.000, respectivamente (Tabla 4.3).'Aunque los efectos principales no fueron
significativos, se incluyeron en el modelo para formar un modelo jerarquico (Myers
et al., 2016). Por lo tanto, el siguiente modelo de segundo orden (Ec. 4.1) se

considero¢ satisfactorio para explicar% de remocion de DQO.

% de Remocién DQO = —951.39 + 259.45K, + 11.85X5—1.33X; * X, — 16.62X,% — 0.06X,>

Ec. 4.1
Tabla 4.2. ANOVA para el modelo cuadratico del % de remocion de DQQ.

Fuente Grados de Suma de Cuadrado Coeficiente-F P

libertad cuadrados medio valor
Modelo 5 1016.30 203.26 13.09 0.000
Lineal 2 46.85 24.48 1.58 0.223
Cuadrado 1 388.14 194.07 12.50 0.000
interacciéon 2 581.30 581.30 37.45 0.000
Residuo 30 465.68 15.52
Total 35 1481.98
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Tabla 4.3. Coeficientes estimados a partir de la regresion.

Parametro Coeficiente estimado Error estandar Prueba t p-valor
Constante 77.4535 1.4222 54.460 0.000
X4 1.5850 0.8942 1.773 0.086
X, 0.0890 0.8156 0.109 0.914
X -5.9466 1.4816 -4.014 0.000
X -4.1546 1.3030 -2.983 0.006
X1X2 -6.6550 1.0875 -6.120 0.000

4.2.1 Superficie de respuesta para % de remocion de DQO

La superficie de respuestaide los efectos del pH y el TRH que generan la maxima
remocion de DQO se muestfan en la Figura 4.4. La curvatura generada por el
término cuadratico del pH y el FRH causan un maximo en la variable de respuesta.
La tendencia en la remocion de t1a’'DQO es aumentar conforme aumenta el pH desde
6 hasta 7, pero disminuye cuando/el'\pH se incrementa sobre 7. Con respecto al
TRH el comportamiento es similar al"efecto cuadratico del pH, la remocién de la
DQO aumenta conforme se incgtementa~€l TRH desde 10 hasta 20 h, después de
este tiempo tiende a disminuir. Estojindica gue existen condiciones 6ptimas de los
factores para la remocion de la DQO: Por le"tanto, mediante la ecuacion 4.1 se
obtuvieron los valores 6ptimos para pH*y“TRH de 7.y 20 h, respectivamente. Para
estos puntos el maximo valor de la remocidon de DQO-fue de 80 %. Es claro que el
pH juega un papel importante en el metabolismo bactefiano y en la absorcion de
nutrientes. Si el microorganismo crece a pH optimo ‘la-actividad enzimatica es
estable y el microorganismo degrada la materia organica de-forma efectiva (Madigan
et al., 2012). Por otra parte, el TRH mayor a 20 h y a pH's menor o mayor que 7
causan un efecto negativo en el % de remocion de la DQO. Por lo tanto, el efecto
del TRH sobre el % de remocién de DQO es altamente dependiente del nivel del
pH.
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4.3 Generacion de voltaje, crecimiento y consumo de sustrato de B.

subtilis

El voltaje“de salida de la celda fue incrementando con la etapa del crecimiento
exponencial de B. subtilis. Esta etapa es considerada como anabolismo, donde las
células utilizandafuente de carbono para su division o reproduccion (Madigan et al,
2012). Con el inicio.de la fase de crecimiento exponencial de B. subtilis desde 15
hasta 61 horas, el voltaje incrementd desde 6 hasta 567 mV con un potencial estable
de 539 + 22 mV (Figura4.5a y 4.5b). Un estudio similar fue reportado por Nimje et
al. (2009) quienes registraron que la cepa B. subtilis (BK006) aislada de un suelo
mantuvo un voltaje constanterde 360 + 20 mV, pero con la adicidon sucesiva de
glucosa durante 72 dias. Por ptrg-tado, una CCM operada con Kucuria rizophila
generd un maximo voltaje 215 mVarlas 315 horas de operacion (Luo et al., 2015).
En este estudio no hubo adicion de.sustrato y el voltaje generado fue mayor a los
reportados. Esto puede ser debido a que la cepa B. subtilis BSC-2 esta adaptada a
desdoblar la sacarosa, pues de donde esta‘fue extraida, la sacarosa es la fuente de
principal de carbono.

La sacarosa es un disacarido compuesto de gldacoesa y fructosa, B. subtilis BSC-2
es eficiente para hidrolizar la sacarosa.y obtener‘aziicares simples. Estos ultimos
son usados para la sintesis de ATP ‘mediante da /cadena transportadora de
electrones. Cuando la concentracion de sacarosa disminuye desde 1.00 hasta 0.85
+ 0.0014 g/L, se registrd el mayor voltaje (539 + 22 mV) y+a\poblaciéon microbiana
fue de 33 x10* + 1667 CFU/mL (Figura 4.5a). Este resultado puede ser debido a la
formacién de una biopelicula sobre el electrodo que facilito<el transporte de
electrones y provoco un aumento en el voltaje. Asi como a la posible farmacion de

metabolitos secundarios o primarios que actuaron como mediadores de electrones.
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Figura 4.5. Comportamiento del crecimiento de B. sublilis y generacion de voltaje. a).clirva de

crecimiento y consumo de sustrato. b) Voltaje en circuito abierto. (barras de error con n=3).
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4.3.1 Relacion entre el voltaje, consumo de sustrato y crecimiento de
B. subtillis BSC-2

Mediante~€l coeficiente de correlacion de Pearson se pudo confirmar la fuerte
relacion entre.el crecimiento bacteriano, el consumo del sustrato y la generacion de
voltaje (Tabla-44). El crecimiento bacteriano con el consumo de sacarosa presentan
una correlacion‘negativa significativa (r=-0.71, p<0.015) ya que conforme aumenta
el crecimiento bactériamo la concentracion de sacarosa disminuye. El crecimiento
bacteriano con la deneracion de voltaje presentan una correlacion positiva
altamente significativa (r=0.87, p=0.000). indicando que el 76 % (0.87%) de la
variacion en la salida delwoltaje se explica por el crecimiento bacteriano. El 24 %
restante no explicado, puededeberse a la influencia de otros factores que afectan
la salida del voltaje en la CCM: Varios estudios informan que existe una relacion
directamente proporcional entre el voltaje y el metabolismo bacteriano. Pero debido
a pérdidas de potenciales (activacion)dhmicas y de concentracion) el rendimiento
de las CCM'’s se ve afectado (Gude, 2016)

Tabla 4.4. Matriz de Correlacion de variablegs: cofisumo. dessustrato, crecimiento bacteriano y

voltaje.
Variables Crecimiento Consumo
bacteriano de sustrato
Consumo de sustrato -0.71
<0.015
Voltaje 0.87 -0°74
0.000 0.009

4.4 Efecto del pH anddico y la resistencia externa sobre la densidad de

potencia
4.4.1 Optimizacion mediante diseio factorial completo

El disefio factorial fue usado para investigar el efecto del pH y la resistencia-externa
sobre la densidad de potencia. La Tabla 4.5 muestra los datos obtenidos del ensayo
experimental. Y los valores de densidad de potencia fueron ajustados al disefio para

obtener el modelo matematico en funcidn de las variables independientes.
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Tabla 4.5. Diserio factorial completo con sus niveles experimentales codificados de variables

independientes y valores de repuesta observados.

Batch® _ Niveles de variables independientes Variable dependiente
No. (factores) (response)
pH, X4 Resistencia (Q), Xz Densidad de potencia {mW!mz}
MFC; -1 -1 059.42 + 3.03°
MFC, -1 0 037.89 £ 1.09
MFC; -1 1 121.39+2.12
MFC, 0 -1 006.91 £ 0.77
MFCs 0 0 327.64 +58.85
MFCs 0 1 313.65+19.00
MFC; 1 -1 002.70 + 0.63
MFC,g 1 0 002.21 £ 0.97
MFCqg 1 1 416.10 £ 86.77

+1:valor alto, 0: Valor medio vy -1:'valor bajo. “Media + DS, n = 3.

El modelo completo que relaciona a la densidad de potencia con las variables

independientes es:

DP (mW/m?) = 250.50 + 45.92X, + 130.35X3 % 109.45X,% — 24.17X,% + 93.19X,%, [Ec.4.2

El modelo estadistico se desarrolld con la“prueba estadistica de Fisher para el
ANOVA. La tabla 4.6 muestra los valores de’Prob > F de todos los términos del
modelo de regresién, que fueron menores a 0.06¢ Esto indica que los términos del
modelo son significativos con un intervalo de confianza.del 95%. Ademas, el F-valor
(18.18) del modelo implica que el modelo‘cuadratico” essignificativo. El lack-of-fit
describe la variacion del ajuste del modelo. El modelo presenté un valor de lack-of-
fit (F-valor = 4.87, p<0.05) no significativo, que indica una-eorrelacién significativa
entre los factores y la respuesta (Myers et al., 2016).

La simplificacion del modelo se llevo a cabo eliminando términosine significativos (p
> 0.05) del modelo anterior (Ec. 4.3).

DP (mW/m?) = 232.81 + 45.92X, + 127.81X, — 109.45X,% + 93.19X, = X, Ec.4.3
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Tabla 4.6. Resultados del ANOVA para el modelo cuadratico de la densidad de potencia.

Fuente gl Sum. de Cuadrados F-valor P-valor
cuadrados medios
Modelo 4 511072 127768 18.18 0.000°
Lineal 2 329622 173106 24.63 0.000
Cuadratico 1 71872 71872 10.22 0.004
Interaccion 1 109578 109578 15.59 0.001
Residual Error 22 154646 7029
Lack-of-Fit 4 131904 32976 487 0.056
Error-puro 5 22742 6763
Total 26 665718

“ Términos signifitativos p < 0.05, R-Cuadrada = 86 % y R-cuadrada ajustada = 84 %

Como el modelo fue geherado tomando en cuenta Unicamente los términos
significativos del modele” completo, los resultados fueron deducidos por
interpretacion del modelo reducido:-1La Tabla 4.7 muestra el efecto de los factores y
los p-valores asociados para la densidad de potencia, tanto para el modelo reducido
como para el modelo completo.

Los coeficientes en la regresiop/con mas de un factor representan una interaccion.
Un valor positivo representa un”efecto sinérgico que favorece la optimizacion,
mientras que un signo negativoindica un.efécto antagonico o inverso entre los
factores y la respuesta (Sarabia y Ortiz, 2009)~Asf, la ecuacion de regresion del
modelo reducido (Ec. 4.3) y la Tabla 4.7 muestran’que |la densidad de potencia fue
significativamente influenciada por el efecto sinérgico del pH, la resistencia externa
y la interaccion (pH*Rext) con p-valores de 0.032, 0.000.y.0.001, respectivamente.
Mientras el término cuadratico del pH presentd un efecto negativo sobre la densidad
de potencia con un p-valor de 0.004. Los resultados indican'que.el incremento en la
densidad de potencia es consecuencia de la fuerte interaccién-entre el pH vy la
resistencia. Ademas, el pH mostré un efecto cuadratico sobre la densidad de
potencia que indica que existe un nivel 6ptimo de pH que esta dentro de la region

experimental.
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Tabla 4.7. Efecto de los factores para el modelo completo y modelo reducido.

Factor Modelo completo Modelo reducido
Coeficientes de X t P-valor Coeficientes de X t P-valor
X1 45.92 2.261 0.035° 45.92 2.296 0.032
Xz 130.35 6.495 0.000° 127.81 6.632 0.000
XiXs 93.19 3.888 0.001° 93.19 3.948 0.001
X -109.45 -3.148 0.005° -109.45 -3.198 0.004
X2 2417 -0.573 0.573 - - -
Intercepto 250.50 5.964 0.000° 23281 8.297 0.000

“Términos significativos a p < 0.05.

4.4.2 Superficie)de respuesta y contornos

El MSR es una herramiepta util para desarrollar, mejorar y optimizar procesos, asi
como elucidar la relacion entreslas variables dependientes e independientes (Myers
et al, 2016; Sarabia y Ortiz, 2009): Los graficos de superficie de respuesta y de
contorno son muy Utiles para.ilustrar y entender los efectos principales de
interaccion y cuadraticos sobre la densidad de potencia. Los efectos del pH y la Rext
que producen la maxima densidad de potencia estan evidenciados en las Figuras
4.6a y 4.6b. En éstas se puede-observar/la curvatura introducida por el término
cuadratico del pH y que la densidad de potencia efectivamente presenta un valor
maximo. La figura 4.6a también muestra la tendencia de la densidad de potencia a
aumentar conforme aumenta la Rqy. Ademas, los-fesultados presentan un maximo
obtenido para un valor intermedio entre“el pH 8(y jpH 9 con las resistencias
consideradas. Sin embargo, la maxima densidad de potencia es observada entre
150 y 220 Q.

Es claro que el pH tuvo un efecto fuerte sobre la variable de.respuesta, porque
durante el crecimiento microbiano las reacciones enzimaticas” que se dan en el
cuerpo microbiano tienen un pH 6ptimo. Cambios ambientales en el pH afectan el
centro activo de la enzima y la carga del sustrato, ademas valores de pHs por
encima o debajo del pH adecuado influyen en la estabilidad de la enzima danandola
irreversiblemente, que resulta en la inactivacion de la bacteria. Asi misme, el pH
también influye en el metabolismo y la absorcion de nutrientes, afectando la tasa de
crecimiento del microorganismo (Madigan et al., 2012). Ademas, la seleccion del pH
anodico asegura el movimiento eficiente de protones a través de la MIP por que &

fuerza impulsora para la reaccién en el anodo se incrementa con un incremento del
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pH en’ el anolito. Los efectos del pH alcalino en el anolito han sido previamente
reportados, en tales estudios se han utilizado electrégenos de especies como
Corynebagctérium (Liu et al., 2010; Rago et al., 2016).

Ademas, da-~resistencia externa en la CCM influye directamente sobre la
disponibilidad ‘"del anodo como un aceptor de electrones. Y también ejerce una
presion selectiva'sobre la comunidad bacteriana electrogénica. Lyon et al. (2010)
encontr6 que a bajas-resistencias externas (50 a 500 Q) se promueve el crecimiento
y la actividad metabolicayde los microorganismos ya que se facilita el transporte de
electrones. Zhang et al. (2013) menciona que la resistencia externa adecuada
permite regular el potencial dél anodo, permitiendo a los electrogenos equilibrar la
cinética de reduccion del electrodo con ganancia de energia potencial y asi reducir
las pérdidas por activacion. En-gste trabajo el incremento del pH desde 7 hasta 9
con resistencia externa de 220 Q, la.densidad de potencia fue mejorada alrededor
de 3.4 veces (desde 121.3 hasta 416;10'mW/m?). Estos resultados revelan, que el
efecto de la interaccion entre elipHy la Rgq €s notable, y que el efecto del pH sobre

la densidad de potencia depende/en gran médida del nivel de resistencia externa.

La Figura 4.6b muestra el grafico de contornoylas areas representan respuesta
constante, que corresponden a densidadés .de poteficia desde 0 hasta 400 mW/m?.
A partir del contorno se determiné que la maxima densidad de potencia mayor a 400
mW/m? puede ser obtenida en un rango de pH entré 85 y 8.8 con resistencia
externa de 220 Q. Mediante la ecuacion 4.3 la localizacidn.de los valores optimos
fueron determinados para pH de 8.6 y resistencia externa de 220 Q. La maxima
densidad de potencia en tales puntos dados fue de 405 mW/m?\Para confirmar los
resultados predichos por el modelo, la verificacion experimental sse realizé por
triplicado bajo las condiciones 6ptimas. La densidad de potencia promedio'generada
fue de 402.55 + 2.63 mW/m?. Con un pequefio error de -0.6. Esta CCM ‘optimizada
fue caracterizada mediante la cinética de crecimiento y consumo de sustratopara
B. Subtilis.
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4.5 Cinética de crecimiento y consumo de sustrato de B. subtr'ﬁs@‘.‘cm

optimizada \s\
@

Los parametros cinéticos u y k; se determinaron por el ajuste de los datos al mod@

de Gompertz y al modelo de primer orden, respectivamente. La Figura 4.7a muestra‘
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que los datos observados dieron un ajuste razonable a la cinética de crecimiento
deserita_por el modelo de Gompertz (Ec. 3.9). Ademas, el valor del coeficiente de
determinagién (R?=0.98) muestra la capacidad de este modelo en describir la
cinética de'crecimiento de B. subtilis BSC-2. Asi, la tasa de crecimiento de B. subtilis
BSC-2 obtenida.en la CCM operada a pH anddico de 8.6 y resistencia externa de
220 Q fue de u = 0.19/h. La Figura 4.7b muestra la cinética del consumo de sacarosa
y el ajuste del modelo, mediante la ecuacion 3.11. El coeficiente de determinacion
R? = 0.97 muestra’ qué el modelo tuvo un excelente ajuste a los resultados

experimentales, obteniendo-asi la tasa de consumo de sustrato de k;=0.019/h.

Miroliaei et al. (2015) investigaron la cinética de cultivos puros de E. Coli y
Shewanella sp. en una CCM deuna sola camara, los parametros cinéticos fueron
estimados usando los modelos de Monod y Moser. Para E. Coli el coeficiente de
determinacion (R?) fue de 0.92 para.él modelo de Moser y 0.94 para el modelo de
Monod. Para Shewanella sp. el coeficiente.de determinacién R? fue de 0.90 y 0.94
para los modelos de Monod y Moser, respectivamente. Para E. Coli y Shewanella
sp. la tasa de crecimiento especifico estimada can el modelo de Monod fue de 0.42
y 1.54/h, respectivamente. Zhang et al<(2013) estudiaron la degradacion de nitratos
en una celda de combustible microbiana-de-desnitfificacion anddica (CCM-DA). Este
estudio reportdé 4 modelos cinéticos de, degradacién, estos fueron: Haldane
(R?*=0.79), Edwards (R?=0.83), Luong (R*=0.97) y Hand-hkevenspiel (R=0.99). El
modelo de Hand-Levenspiel fue seleccionado como el mejor'modelo. Por lo tanto,
la seleccion del modelo adecuado en el modelado del crecimiento bacteriano y el
consumo de sustrato, puede depender del tipo de microorganismo; caracteristicas
del anolito y condiciones de operacion, etc. (Okpokwasili y Nweke, 2005; Sariogluy
Gokeek, 2016).
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¢ aracterizacion de biopelicula electroactiva de B. Subtilis BSC-2
Las

s se posicionan estratégicamente sobre la superficie del anodo y forman
una c i ad llamada biopelicula. La biopelicula esta formada por una matriz de
EPS que ite alas bacterias transportar electrones al anodo (Zhang et al., 2015).
Para confirm resencia de biopelicula en la superficie del anodo, se realizaron
analisis SEM de&nodo antes de la operacién de la CCM, al final de la fase
exponencial del cr nto de B. subtilis BSC.2 (~ 60 horas) y al final de la fase
estacionaria (~ 70 h . Los resultados se presentan en las Figuras 4.8a, 4.8b y
4.8c. La Figura 4.8b m a la formacién de una biopelicula densa, las bacterias
se agruparon tal vez por Ia,a( iencia de nutrientes absorbidos en el anodo y porla
disponibilidad del anodo co&cg:;ceptor de electrones. Por otro lado, la Figura

4.8c muestra que al final de la estacionaria la biopelicula es menos densa,

puede atribuirse a la pérdida de b%a porque en esta etapa el sustrato se ha

agotado.

Flemming y Wingender (Z&enﬁn que algunas biopeliculas pueden

funcionar como aceptores o d (%ctrones. En estas las proteinas
permiten la formacién de nanoca )'y m la producciéon de enzimas y
metabolitos secundarios con actividad(redox % et al., 2015; Berenjian et al.,

2013). / O

Figura 4.8. Imagenes SEM de anodo de fieltro de grafito: a) Antes de la operacion de la celda.
Despues de 61 horas de operacion y c) 70 horas de operacion.
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4.6.1 Cinética de la colonizacion de B. Subtilis BSC-2 sobre el anodo

La poblacion de bacterias adheridas al anodo presentd adhesion eficiente, es decir
se forma.tna biopelicula que es esencial para el funcionamiento de una CCM. La
formacion‘inicial de la biopelicula ocurri6 a partir de la primera hora de operacion de
la CCM. La Figura 4.9 muestra la tendencia lineal de la formacion de la biopelicula
con una tasa de crecimiento especifico de 0.07/h (R*=96%, p<0.05) (Tabla 4.8).
Esta tendencia es(correspondiente a la ley exponencial o al conocido modelo
maltusiano (Ec. 2.17). Diversos autores han encontrado un comportamiento similar
con bacterias de los géneros de Geobacter en las CCM's, reportan tasas de
crecimiento especifico deentre:0.4 y 0.96/dia en su fase de crecimiento exponencial
(Bond y Lovley, 2003; Parot etal.;»2008). Sin embargo, el hecho de que la poblacion
aumente no significa que se genereun aumento en la de corriente, pues Kang et al.
(2012) demostraron que con especies de Pseudomonas la corriente disminuyo al
aumentar la densidad celular a-10° UFC/mL. Esto pudo deberse a la disminucién
del area superficial efectiva del electrodo ya que con el aumento de la poblacién se
cubre una superficie mas amplia ‘o '‘por la falta«de nutriente los microorganismos se
mantienen en un estado de latencia (metabodlicamente inactivos) dentro de la matriz
de exopolisacarido.

Tabla 4.8. Analisis de varianza de la regresion de la poblacion de‘bacterias adheridas sobre el

anodo.
Fuente Gl Suma de cuadrados Cuadrados medios F P-Valor
Regresion 1 1534509658 1534509658 3849.35 <0.0001
Error 17 81687162 4805127
Total 18 1616196821
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Figura 4.9. Tendencia de la poblacién de bacterias.adheridas al anodo.

4.7 Andlisis FTIR de biopelicula dé B. subtilis adherida sobre el anodo

Diversos trabajos mencionan que las bigpeliculas son comunidades microbianas,

donde las células microbianas se adhieren a las superficies como microcolonias

rodeadas por una matriz de EPS. Para caracterizar las-fracciones de EPS de las

biopeliculas se ha utilizado la espectroscopia infrarroja portransformada de Fourier
(FT-IR) (Barannitharan et al., 2015; Freitas et al, 2009). Los espectros FT-IR de los
EPS asociados a B. subtillis BSC-2, producidos a la primerachora y 60 horas

después de la operacion se muestran en la Figura 4.10.
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Figura 4.10. Espectros IR de biopelicula sobre el anodo a la’‘primera hora y 60 horas después de la
operacion de la CCM.

Los dos FT-IR revelan las diferencias en cuanto a la formaecion de la biopelicula ala
primera y 60 horas después de la operacion de la CCM. Wna hora después de la
operacion, el espectro de FTIR indica el inicio de la formacion de-la biopelicula sobre
el anodo y alas 60 h la formacion de la biopelicula fue abundante<Rara este tiempo
el espectro FTIR de la biopelicula elucidé la presencia de biomolégulas. Estas
fueron bandas representantes de los grupos funcionales derivados de, proteinas
(1700-1500/cm), polisacaridos y &cidos nucleicos (1300-900/cm),”_asi como
aminoacidos (2930-2860/cm) (Lembre et al., 2012), que indica la presenciade estas
biomoléculas.

La banda ancha observada entre 3500 a 3100/cm se atribuye a los grupos O-H'y N=-
H, que podrian formar enlaces de hidrégeno con el grupo carbonilo del enlace
peptidico en las proteinas (Karnnet et al., 2005) La banda de 2066.81/cm puede
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atribuifse al grupo funcional de aminoacidos por la tension del enlace N-H (Nanda
et aky"2007). La banda observada a 1630.70/cm corresponde a la estructura de
amidas~primarias (1630-1655/cm) asociada con la vibracion de tension del enlace
C=0 corréspondientes a las cadenas polipeptidicas. Ademas, se presentan
absorciones'débiles de proteina de amida lll en la banda de 1355.05/cm. Lo anterior

demuestra la presencia de una biopelicula sobre la superficie del electrodo.

4.8 Andlisis voltamperomeétrico

El comportamiento electroquimico de la CCM se evalué in situ a través de la
voltamperometria ciclica (GV). Esta proporciona evidencia directa para la deteccion
de compuestos redox y permité_elucidar las reacciones que ocurren en la superficie
del electrodo (Nimje et al., 2011)~En primer lugar, se obtuvo el voltamperograma
del medio estéril fresco, del cual no.se detectd ninguna sustancia con actividad
electroquimica (Figura 4.11a). .No obstante, durante las fases de crecimiento del
microorganismo se observaron.€ambiosy/Es decir, en la fase lag o fase del
crecimiento exponencial (40 horas)'se observaron picos redox tanto en el medio
libre de células (sobrenadante) como-én el medio con células (Figura 4.11b).
Ademas, desde las 60 horas se detecto la apariciémde nuevos picos redox, que a
las 88 horas se observaron con mayor inténsidad (Figura 4.11 c y d). Esto indica
que B. subtillis BSC-2 puede presentar dos mecanismos de transferencia de
electrones directa o indirecta (produccion de compuestos con actividad
electroquimica).

A las 40 horas se observaron dos picos redox -0.10 y 0.18 V. Elpico redox de -0.10
V que se observd a las 40 horas, pueden ser debido a la oxidacion catalitica del
sustrato por la biopelicula con transferencia heterogénea de electrongs al electrodo.
En CCM'’s con especies de Geobacter y Shewanella, Roy et al. (2014) repeftan que
los picos redox pertenecientes a la region de potenciales entre -0.8 y 0 V v§s.Ag/AgCl
estan asociados a la actividad electroquimica de las flavoproteinas. Estas proteinas
estan relacionadas con la cadena de transporte de electrones en las bacterias.
Puede decirse que en este tiempo la actividad catalitica de B. subtillis BSC-2 esta

dominada por la transferencia directa de electrones.
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El pico redox de 0.16 V puede atribuirse a la produccion de algun metabolito ya que
divers0s. estudios han reportado que, desde la biopelicula los microorganismos
también‘pueden producir acidos humicos, surfactantes o enzimas catabdlicas (Chen
et al., 2015;.Berenjian et al., 2013).

Las biopeliculas microbianas ante la escasez de la fuente de carbono van
desarrollando EPS\para asegurar su sobrevivencia. Esta crece con el tiempo y se
hace mas compleja-Por esta razén, en las 64 y 88 horas los picos redox son mas
pronunciados. A las 60,88 horas los potenciales negativos en la biomasa de -0.44
y -0.49, respectivamenté pueden atribuirse a las flavoproteinas (Roy et al., 2014).
Estudios realizados en CCM'’s inoculadas con Shewanella sp. se presentd un
comportamiento similar. En‘upn”medio limitado en fuente de carbono, cuando el
potencial fue -0.3 a -0.4 V hubo aumento en la produccion de riboflavinas. Las
riboflavinas participan en la transférencia extracelular de electrones (Roy et al.,
2012; Roy et al., 2014). Esto.indica"que a las 88 horas el mecanismo de
transferencia de electrones es~dominado’ por la transferencia extracelular de
electrones. Ademas, la concentracidon de sactarosa para este tiempo disminuyo en
un 85 % y posiblemente debido a lafalta de fuente de carbono hubo un aumento en

la produccion de riboflavinas.
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Figura 4.11. Voltamperograma ciclico de B. subtillis BSC-2. a) Medio sintético‘estéril fresco antes de
la inoculacion. Medio anodico con biomasa suspendida y sobrenadante b) aas 40 horas, c) 64 horas
y d) 88 horas de inicio de experimento.

4.9 Remocion de la DQO y eficiencia coulombica en dos configuraciones
de CCM

La concentracion de DQO en el anolito de la CCM-U y la CCM-D fue medida en
funcion del tiempo de operacion. EI ANOVA indicé que existen diferencias
significativas (p<0.05) en la remocion de la DQO y la EC debido al tipo de
configuracion.
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La remocion de DQO fue mayor en la CCM-D con 79.4% con una EC de 30%.
Mientras en la CCM-U fue de 58% con una EC de 9% (Figura 4.12). La baja
eficiencia_en la CCM-U puede atribuirse a la difusion de oxigeno a la camara
anddica. Este causa que los electrones generados por el metabolismo bacteriano
pueden ser'usados para otros procesos de fermentacion, causando inactivacion
electroactiva en, [0S microorganismos y esto provoca una disminucion en la EC y la
remocion de DQO. Fao, et al. (2015) menciona que los procesos de remocién de

DQO y la EC siguen diferentes mecanismos, que varian con la configuracion de la
CCM.

100

EC
1DQ0 .
804 -
9
@
o 804 .
<}
]
8]
=]
c 40
S
9 :
\Y
E A
oy 204 o
T *
0 ;
CCM-U CCM-D

Configuracion de CCM
Figura 4.12. Remocion de DQO y eficiencia coulombica (EC) para la CCM-Uly 'CCM-D.

4.10 Generacion de electricidad en las CCM’s

La Figura 4.13 muestra el voltaje contra el tiempo para la CCM-U y la CCM-D sobre
tres ciclos de operacion. La generacion de voltaje desde las primeras horas.del dia
uno aumento en forma abrupta, lo que indica el crecimiento de una biopelicula‘sebre
el anodo. Sin embargo, al quinto dia de operacion el voltaje disminuyd en ambas
celdas (CCM-U y CCM-D). No obstante, tras la adicion del agua residual sintética
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los voltajes de salida de las CCM's comenzaron a aumentar notablemente y el
voltaje estable alcanzado en el segundo ciclo fue de 470 y 505 mV para la CCM-U
y la CCM-D, respectivamente. Después de la segunda adicion de agua residual
sintética el.voltaje se mantuvo estable durante 57 dias para la CCM-U y 47 dias
para la CCM-D: El maximo voltaje de salida de la CCM-U y la CCM-D para el tercer
ciclo fue de 480 y 520 mV, respectivamente. El voltaje generado por la CCM-U fue
un 10 % menor que-elgenerado por la CCM-D. Comparado con otras CCM de una
camara reportadas emla literatura, el voltaje maximo de la CCM-U fue similar al

reportado por Zhang et al. (2018).
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Figura 4.13. Voltaje a circuito abierto en dos configuraciones de celda (CCM-U y CCM-D). Flechas
indican la adicion de sustrato fresco.

4.11 Comportamiento del pH y la conductividad eléctrica

El pH de las aguas residuales en la camara anddica y del tampdn fosfatovde la
camara catddica influye en la eficiencia de la CCM. También mcodifican: la
conductividad eléctrica en el electrolito y afecta el flujo de protones y electrones,
Para la CCM-D la figura 4.14a muestra que el maximo cambio del pH en el anolite

fue de 0.2 y para el catolito fue de 0.4 unidades. El cambio en el pH fue mayor al

90




inicio”de la operacion de la CCM, posiblemente se debid a la alta actividad
metabblica de B. subtillis BSC-2 porque a las 20 horas los exoelectrégenos estaban
en la parte.intermedia de |la fase exponencial. Esto provocoé una baja transmision de
protones a'través de la MIP en comparacion con su produccion (Mansoorian et al.,
2013). En la.CCM-U el pH no fue estable, ya que éste disminuyd en 1.4 unidades
(Figura 4.14a). Este comportamiento puede ser atribuido a la difusion de oxigeno a
la camara anddica que, causd un proceso de fermentacion mediante el cual se

generaron metabolitos-que acidificaron el medio.

Kato-Marcus et al. (2007) .demostraron que la conductividad eléctrica esta
relacionada con la produccion de biomasa. Alta conductividad (1-100 S/m)
promueven la actividad metabdlica de las bacterias electrogénicas. Sin embargo, el
aumento en la biomasa afecta el potencial del electrodo causando una disminucién
de la densidad de corriente. En la Figura 4.14b para la CCM-D se muestra que en
la camara anddica la conductividad eléctricasaumentd en 0.7 unidades, mientras en
la cAmara catddica en 0.3 unidades.-Este comportamiento puede atribuirse a que
en la camara anddica los microorganismos ‘generan metabolitos o mediadores de
electrones que aumentan la conduetividad eléclrica. Esto es benéfico para el
rendimiento de la CCM-D ya que la conducttividad eléctrica ademas de promover el
transporte de electrones a través de la biopelicula,-también puede disminuir la
resistencia a la transferencia de carga (Malvankar et al.,2012). Por otra parte, enla
CCM-U la conductividad eléctrica se mantuvo estable, €sto pudo deberse a la
disminucion del pH causado por la difusion de oxigeno a la gdmara anddica, que
posiblemente provocd la produccién de metabolitos acidos quetal vez no son

transportadores de electrones.
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Figura 4.14. a) Comportamiento de la conductividad eléctrica y el pH, en la CCM-D. b)
Comportamiento de la conductividad electrica y el pH en la CCM-U.

4.12 Comparacion de la resistencia interna en la CCM-U y en la CCM-D

Una curva de polarizacion describe el voltaje como funcion de la corriente”y. es una
herramienta completa para analizar y caracterizar la CCM. Mediante la curvaide
polarizacion la resistencia interna (Rj:) de la celda puede ser estimada. La
resistencia externa (Rex) €s un parametro importante, es bien sabido que ‘la
transferencia maxima de potencia se puede lograr cuando la resistencia externa se
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combina con la resistencia interna de un sistema, que se conoce como la ley de
Jacobi. Por lo tanto, la seleccion de una Rey correspondiente a la R, mejorara el
rendimiento‘de una CCM. Las Figuras 4.15a y b muestran las resistencias internas
para la celda-CCM-U y CCM-D. La Rj;yen la CCM-U fue de 491.66 Q, mientras en
la CCM-D fue 'de 483.08 Q. Las resistencias internas encontradas fueron cercanas
a la reportada por 'Luo et al. (2015) que fue de 583.7 Q. Ellos lograron obtener la
resistencia interna deuna CCM mediante el uso del electrégeno Kocuria rhizophila.
En este estudio, cona‘yreduccion de la distancia de los electrodos a 6mm y sin
aplicar ningun tratamientol.al electrogeno B. subtillis, se logré obtener una baja
resistencia interna en la CCM’s.

Aunqgue la Rirt en la CCM-U'fue baja, la difusion de oxigeno a la camara anddica
puede causar inestabilidad operativa. Por otro lado, Ren et al. (2011) mencionan
que la Ry puede cambiar debido, al desarrollo del sistema bioldgico o a la
configuracion de la CCM, por ello es'un parametro valioso para evaluar el impacto
en los cambios de operacion 0 cenfiguracion de celda.
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+CONCLUSIONES

. las aguas residuales de la industria azucarera contiene una especie de
bacteria clasificada como B. subtilis con caracteristicas de bacilos cortos (1.4-
1.6'gm).Gram-positivos que crecen en un rango de pH de 5 hasta 8.

. A pHde%.y tiempo de retencion hidraulica de 20 horas la remocion de la
DQO de agua residual sintética es de un 80 % en biorreactor batch.

. Con base en la-aplicacion de la MSR, se desarrolld un modelo cuadratico
mediante el cuél'se logré determinar la maxima potencia (405 mW/m?) de la
CCM. La densidad.de potencia se vio significativamente influenciada por el
pH vy la resistencia.externa. Con el modelo se obtuvieron las condiciones
optimas de pH y Rex,”estas fueron: pH anddico de 8.6 y Rex de 220 Q.
Ademas, bajo estas condicienes la cinética de crecimiento de B. subtilis BSC-
2 sigue la tendencia del modelo, de Gompertz y la cinética de consumo de
sustrato sigue el modelo.de primer orden.

. Las técnicas SEM y FTIR confirman que B. subtilis BSC-2 genera una
biopelicula sobre el anodo‘de fieltro_de_grafito, ésta es esencial para el
funcionamiento de la CCM.

. La voltamperometria ciclica indicé la présencia de compuestos redox
excretados por la bacteria, que se generaron désde la matriz de la biopelicula
adherida al anodo. Debido a que B. subtilis.no presenta filamentos
extracelulares conductivos la transferencia de eleCirones es a través de la
produccion de compuestos enddgenos con transferencia extracelular de
electrones.

. Los sistemas de celdas de combustible microbianas de‘una eamara y de
doble camara pueden remover la DQO y producir electricidad medida en
eficiencia coulémbica. Sin embargo, hubo diferencias significativas en la
remocion de DQO vy la eficiencia coulébmbica entre los dos sistemas,.ya que
estas dos variables variaron considerablemente. Y aunque las resistencias
internas fueron similares, la CCM-U fue menos eficiente que la CCM-D.
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VI’Recomendaciones y perspectivas

1.

Caracterizar los metabolitos de la cdmara anddica producidos por B. subtillis
BSC-2 y evaluar su actividad redox por voltamperometria ciclica.

Evaltar.el efecto de otros sustratos organicos e inorganicos con el uso de la
cepa B._stibtillis BSC-2 en la generacion de energia.

Evaluar el proceso de la formacion de la biopelicula de B. subtillis BSC-2
mediante el uso-de modelos dinamicos con el fin de mejorar el rendimiento
en las CCM’s.
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ANEXOS

A._Preparacion de curva de calibracion para poblacion de B. subtillis BSC-
2 en Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL)

Este procedimiento permitidé obtener la concentracion de la poblacion de B. subtillis
BSC-2 al transformar los valores de absorbancia correspondientes a unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL).
Para realizar la cufva patron de unidades formadoras de colonias se prepard un
medio de caldo nutritive’'para el crecimiento de B. subtillis BSC-2 (100 mL). Para
obtener una solucion concentrada de B. subtillis el crecimiento de la bacteria se
mantuvo durante 24 horas«<A partir de esta solucién madre se preparo la curva de
calibracion como se muestra €n la-Tabla 1. En cada punto de la curva se midio la
absorbancia por espectrofotometrosUV-Vis a 600 nm y después se realizd un
sembrado en placa mediante el método de siembra por extensién en placa (Madigan
et al., 2012). Después se graficd la absorbancia en funcion de las UFC/mL para

obtener la ecuacion Abs = m*(UFC/mL) + Abso.

Tabla 1. Curva de calibracion para unidades formadoras de-colonias de B. subtillis BSC-2.

No. de tubo Solucion Madre (mL) Agua (mL)
1 10 0

2 2

3 4

4 4 6

5 1 9

6 0.5 9.5

7 0 10

A continuacion, se muestra la curva de calibracion de unidades fofmadoras de

colonias obtenida en este trabajo (Figura 1).
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y = 6E-07x + 0.0112 ...
R? =0.96483 e
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Figura 1. Curva de calibracion para unidades, formadoras de colonias de B. subtillis BSC-2.
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B+ Preparacion de curva de calibracion para DQO por método
colorimétrico en reflujo cerrado (NMX-AA-030/1-SCFI-2012)

Material.y equipo
Espectrofotdmetro UV-Vis.
Bloque de calentamiento 150°C o estufa de secado.
Centrifuga.
Tubos de reaccion de~0,mL.

Celda de cuarzo de 10mm jpara espectrofotometro.

Reactivos
Acido sulfarico concentrado.
Dicromato de potasio.
Sulfato de mercurio.

Hidrogenoftalato de potasio.

Curva de calibracion
En primera instancia se procede a la preparacion’ de.Jos reactivos como se indica a
continuacion:

a) Solucion de digestion 0.1 mol/L
Disolver en agua destilada 29.418 + 0,005 g de K,Cr,04, previamente secado a
105°C durante 2 horas, adicionar 600 mL de agwa destilada. Agregar
cuidadosamente 160 mL de H,SO, y aforar con agua destilada.a litro.

b) Reactivo H,SO4 concen o de 1.84 g/mL.

c) Reactivo H2SO4 diluido (1.8 mol/L).
En un matraz que contenga 180 + 2 mL de agua destilada, afadir cuidadosamente
20 £ 1 mL de H2S04 concentragdp.

d) Reactivo H2SO4 diluido (4 mol/L).
A unvaso que contenga aproximadamente 500 mL de agua, anadir cuidadosamente

con agitacion, 220 + 10 mL de acido sulfurico concentrado. Dejar enfriar y diluir.a
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10004 10 mL y almacenar en un frasco de vidrio. La disolucion es estable por doce
meses.

e) Solucion de HgSO4 1.35 mol/L.
Disolver 80.#-1g de HgSO,4 grado reactivo en 200 + 2 mL de acido sulfarico de 1.8
mol/L (c).

f) Solucionde'Ag:SO, en acido sulfurico 0.0385 mol/L.
Disolver 24 + 0.1 sulfato de plata en 2 L de acido sulfurico concentrado. Agitar
la mezcla y dejarggssﬁr una noche y después agite nuevamente con el fin de
disolver.todo el sulfato’ dé plata. Almacenar en botella de vidrio &mbar.

g) Reactivos premezclados con intervalo de DQO de hasta 1000 mg/L.
Colocar 0,50 + 0,01 mL de.dicromato de potasio (a) en tubos de digestion
individuales. Agregar con cuidado. 0,20 £ 0,01 mL de disoluciéon de sulfato de

mercurio (Il) (d), seguido de (2,50 £0,01) mL de sulfato de plata (e).
Preparacion de la curva de calibracion

Solucién patron de ftalato hidrogeno de patasio de 10 000 mg/L.

Disolver 4,251 £ 0,002 g de ftalato.hidrogene.de,potasio, previamente secado a 105

+ 5 °C durante dos horas, en aproximadamenté 350 mL de agua destilada. Diluir
n agua a 500 mL en un matraz volumétrico.

Almacenar la disolucion en refrigeracion de 2 °C a 8 °C y preparar nuevas

disoluciones cada mes.

Una alternativa para el almacenamiento por refrigeracion es'anadir 2 mL de acido

sulfarico diluido, antes de diluir a 500 mL, para inhibir la degradacion microbioldgica.

Esta disolucion, si es almacenada adecuadamente, en un fras€ode vidrio ambar y

en refrigeracion a 4 °C, puede durar al menos un afo.

A partir de la solucion madre de ftalato hidrégeno de potasio preparar las-soluciones

para la curva de calibracién como se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Mezclas de reaccion para la elaboracion de la curva de calibracion para DQO por el
método NMX-AA-030/1-SCFI-2012.

Solucion madre,(mL) H;SO4de 4 mol/L (mL) Volumen final (mL) DQO mg/L

20 4 1000 200
40 4 1000 400
60 4 1000 600
80 4 1000 800
100 4 1000 100

Pipetear 2.00 mL de cada punte de la curva de calibracién en el tubo de digestion

(g). Llevar a cabo una determinacion de blanco utilizando agua con cada lote de

analisis.

Colocar el tubo en la placa de calentamiento.

Reflujar el contenido a 150 °C durante 2-h.

Retirar los tubos de la placa de/ealentamiénto y dejar enfriar a 60 °C o menos.

Mezclar el contenido invirtiendo cuidadosamente_cada tubo varias veces mientras

permanezcan calientes. Después, dejar enfriardos«tubos a temperatura ambiente
es de medir la absorbancia.

Deteccién Espectrofotométrica

Si las muestras digeridas enfriadas son claras (ausencia de cualquier turbiedad

visible), medir la absorbancia a 600 nm. Los resultados desabsorbancia en funcion

de la concentracion (DQO, mg/L) para obtener la ecuacion Abs.=m* DQO + Absy.

En la Figura 2 se muestra la curva de calibracion y la ecuacion,que se obtuvo en

este trabajo.
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Absorbancia

Figura 2. Curva de calibracion para DQO por el método de la NMX-AA-030/1-SCFI-

2012.
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C+Preparacion de curva de calibracion de azucares totales

Utilizar come- patron la solucion de sacarosa 1:200 (1000 mg/L). Realizar las
respectivas mezclas de reaccion (por triplicado) indicadas en la tabla 1, teniendo en
cuenta las siguientes indicaciones: en un tubo de reaccion agregar el volumen
respectivo de agua destilada y las diferentes cantidades de patrén. Posteriormente
agregar 0.6 mL de fenohal 5 % (recién preparado). Después adicionar 3.5 de
H>SO4 concentrado. Agitar por un minuto, se debe tener cuidado al agitar por que la
reaccion es altamente exotérmica. Dejar enfriar a temperatura ambiente y en
oscuridad. El compuesto que.se’forma es estable por 36 horas. Leer absorbancia a
490 nm contra el blanco de reactivVos, el cual debe prepararse al mismo tiempo que
la curva de calibracion y que corregsponde al primer tubo de la Tabla 3. Elaborar
grafica de azucares totales (mg/L 6 mg/mL en el eje X) Vs AbSyomedio (Eje Y).
Obtener una linea recta con uneeficiente de correlacion > 0.9.

Tabla 3. Mezclas de reaccion para la elaboracion de la/€urva de calibracion para azucares solubles
totales por el método de Dubois et al., (19586).

N. de tubo Sol. Madre (mL) Agua destilada (mL) Fenol(mL) H.S04(mL) Conc. Sacarosa

(mg/mL)
0 0 1 0.6 3.5 0
1 0.2 0.8 0.6 35 0.03
2 0.4 0.6 0.6 3.5 0.08
3 0.6 0.4 0.6 3.5 0.12
4 0.8 0.2 0.6 3% 0.16
5 1 0 0.6 35 0.19

Para este analisis se obtuvo la curva de calibraciéon y su ecuacionque se
muestran en la Figura 3.
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Figura 3. Curva de calibracion parasazicares solubles totales por el método de
Dubois et al. (1956).
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